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ПРЕДИСЛОВИЕ 


Изучение морфогенеза на клеточном и надклеточном уровнях, связи 
покельных и интегральных событий в морфогенезе, создания пространст- 
веннои организации, как и смены пространственных паттернов во време- 
ни, — вечные проблемы биологии. Ясно, что реакции клетки как основ- 
ного морфофункционального элемента организма многоклеточных жи- 
вотных и растений лежат в основе морфогенеза на клеточном и надкле- 
точном уровнях. Исследованиям цитологических основ морфогенеза 
существенный импульс был дан работами Густафсона и Уолперта (биза!- 
оп, Морен, 1963), Тринкауса (ТипКацз, 1984), Дьюкар (Оецсваг, 1975). Для 
понимания морфогенетических клеточных реакций важен как экспери- 
ментальный подход — эксплантации клеток из организма в упрощенные 
и контролируемые условия ш уйго, так и сравнительный взгляд — изуче- 
ние клеток разного типа, различных уровней дифференциации и разных 
организмов. 

Слишком широкое название этой монографии, словно претендующее 
на охват необъятных проблем биологии развития и биологии клетки, 
выбрано главным образом в попытке объединить собственные экспери- 
ментальные данные (полученные на таких различных клетках и клеточ- 
ных системах, как яйцеклетки иглокожих и бурой водоросли, культуры 
спикулогенных клеток эмбрионов морского ежа и миогенных клеток 
куриных эмбрионов, целомоциты иглокожих) и встроить эти данные в 
`диное поле исследований морфогенеза. Поэтому при стремлении к 
связности материала неизбежна, неустранима и фрагментарность изло- 
жения, существенные пробелы, если не провалы, мостиками через 
которые оказываются иногда лишь ссылки на литературные данные. С 
другой стороны, именно эти ”провалы” нередко представляют собой 
относительно хорошо исследованные области, заполненные массой 
литературы, обзорами и монографиями, вторичный или третичный пе- 
ресказ которых вряд ли необходим. В обширном поле исследований 
морфогенеза на клеточном и надклеточных уровнях немало и реальных 
пробелов, малоизученных участков — некоторые из них рассмотрены 
более внимательно. 

В данной работе задачи экспериментального исследования были 
ограничены изучением клеточных механизмов морфогенеза, главным 
образом вклада контактных реакций клетка-клетка и клетка-субст- 
рат в морфогенез при переходе от клеточного к надклеточному уровню 
организации. Исследовалось влияние на морфогенез по возможности 
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самых простых факторов, в частности физических — о ИЛИ Е 
з пля прикрепления клеток, дающего механичес- 

вия твердого субстрата ения, физических ориентиров субстрата, создаю- 
кую опору для прикрепл ия передвижения культивируемых клеток, 
щих гранячные не, ганизации клеток, структурирования в простых 
Изучены процессы саме вах и суспензионных клеточных культур, 
модельных системах У ана 'ю потенциальных возможностей клеточ- 
допускающих иногда Р = яемых в организме. 
ных систем, не осутест тального исследования выбраны одноклеточ- 

Объектами эксперимен еее забактеризующиь: 
‚осительно простые надклето .: | ыы 
ВНЕ дУнЯтНЕ ; а — пространственной и (или) временной -— 
ся ясно выраженной связью рост: | АТВ | 
клеточного и надклеточного уровней, что позволяет оценить вклад 
событий на клеточном уровне в создание надклеточной организации. 
Почти все использованные экспериментальные объекты представляют 
собой развивающиеся, дифференцирующиеся системы, что дает возмож- 
ность проследить преемственность пространственных паттернов в ходе 
развития, при переходе от клеточного к надклеточному уровню орга- 
низации. ки 

Поскольку передача информации от внешней среды и ответ клетки 
опосредованы нитоскелетом, опорно-двигательной системои клетки, и 
именно цитоскелет-цитомускулатура оказывается движущей силои 
морфогенеза на клеточном и надклеточном уровнях, по возможности 
исследована и проанализирована роль цитоскелета в морфогенетических 
клеточных реакциях. Показана морфогенетическая роль локальных 
контактных реакций клетки (без исследования молекулярных механиз- 
мов этих клеточных реакций) в создании пространственных и пространст- 
венно-временных клеточных и надклеточных структурных паттернов, На 
основании этих экспериментальных результатов и анализа данных литера- 
туры сформулированы теоретические положения о функционировании 
цитоскелета яйца в качестве глобального морфогенетического детерми- 
нанта, об интегральной реакции коляризации клетки как первичного 
морфогенетического акта на клеточном уровне, о плоскостной и линей- 
ной контактной ориентации клеток, о роли физических граничных 
условии как источника позиционной информации, организующей прост- 
ранственные паттерны клеточных систем ш уйто, и об эпигенетической 
памяти клеток и надклеточных систем. 
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| Г.А. Бузникову и А.Д. Бершад- 
скому за ценные критические зам . . : 


ечания. Неизменно благодарна прежде 
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ПРОМОРФОЛОГИЯ ЯЙЦЕВЫХ КЛЕТОК 
И МОРФОГЕНЕТИЧЕСКАЯ ФУНКЦИЯ ЦИТОСКЕЛЕТА 


ПРОСТРАНСТВЕННАЯ ОРГАНИЗАЦИЯ ЯЙЦЕКЛЕТКИ: 
РОЛЬ ЦИТОСКЕЛЕТА 


Цитоархитектоника яйца — одноклеточного канала связи между поко- 
лениями (Равен, 1964) — не только проявление высокоспецифичной диф- 
ференцировки, но и отражение проморфологии будущего организма, 
поскольку анизотропия морфофункциональной организации яйцевой 
клетки определяет в основных чертах план построения зародыша, а 
затем и взрослого организма. Исследование структур и белков цитоске- 
лета яиц выявляет его особую, ”судьбоносную” роль и дает ключ к объяс- 
нению глобальной анизотропии яйна, 

Данные экспериментальной эмбриологии, обобщенные в классических 
книгах Вильсона (М Изоп, 1925), Моргана (Мограп, 1927), Дэвидсона (Бама- 
оп, 1986) и недавнем обзоре Джеффри (3еПегу, 1988), свидетельствуют о 
локализации в цитоплазме яйцеклетки морфогенетических детерминан- 
тов — факторов, определяющих общую проморфологию будущего зароды- 
ша и судьбу отдельных бластомеров или их групп. Из концепций Виль- 
сона и Моргана вытекает и принятое к настоящему времени объяснение 
детерминации судьбы бластомеров контролирующими экспрессию генома 
(ау некоторых групп животных — редукцию части генома в бластомерах 


.‚ соматической линии) локальными различиями ооплазмы. 


Основным носителем проморфологии, пространственной информации о 
будущем развитии служит кортикальный слой (кортекс) яйца. Динами- 
ческие свойства кортекса яйцеклетки, ответственные за проявление 
пространственной организации яйца и раннего эмбриона, определяются 
морфофункциональным строением кортикального матрикса (цитоскеле- 
та), ассоциированного с оолеммой и включающего мембранные органои- 
ды и макромолекулярйые комплексы (обзоры: Уасашег, 1981; Те[ету, 
1984; Зспацеп, 1984; ЗсНгоедет, 1986; Загае\, Спапр, 1987). 

Ооплазматическая локализация морфогенетических детерминантов 
создается в ходе оогенеза под контролем материнского генома и окон- 
чательно устанавливается, как правило, к началу дробления. Становле- 
нию типичного ”*рисунка” распределения компонентов ооплазмы у мно- 
гих животных предшествует ооплазматическая сегрегация: обширные и 
интенсивные перемещения кортикальной ооплазмы, реже и эндоплазмы 
яйца, вызываемые проникновением спермия или искусственной актива- 
цией; у некоторых животных найдены морфогенетические значимые 
перемещения компонентов ооплазмы также в ходе раннего дробления. 
Контроль функционирования генома ооплазматическим окружением 
ясно продемонстрирован экспериментами с трансплантацией ооплазмы 
(или ее компонентов) и ядер. Независимость реализации программы 
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созданной в ходе оогенеза, от транскрипции генома 
зрыв во времени между транскрипцией и конечной 

зародыша, ы: Ни наиболее отчетливо проявляется в материнском 

экспрессией Е 38), 

эффекте (см.: Рам азот, рае иный ны ых 

Е ее р ‚онными РНК, запасаемыми в ходе оогенеза. 
коей о оееененно и качественно неравномерно рас- 
Информационная е. — наиболее вероятный кандидат на роль морфо- 
пределенная в ри (обзоры: ВаЙ, ЗНомтиап, 1985; Рам зол, 1986; 
ету е1а. 1986; ТеНегу, 1988; Исаева, 1990а). Так, в яйцах асцидий най- 
Пено неоднородное пространственное распределение полиаденилиро- 

ной РНК и индивидуальных мРНК актина и гистонов; в ходе ооплаз- 
Вск сегрегации РНК упорядоченным образом перераспределяется 
вместе с разными областями ооплазмы, и почти половина всей МРНК 
актина к началу дробления оказывается сконцентрированнои в зоне жел- 
того серпа, дающего в дальнейшем мезенхимные и мышечные клетки 
личинки (Уе{ету, 1983, 1985; ЛеНегу е{ 81., 1984, | 1986), в вегетативном 
полушарии локализуется мРНК, белковый продукт трансляции которои 
необходим для гаструляции и последующего морфогенеза зародыша 
(ТеНегу, 1990). Количественно и качественно неравномерное распределе- 
ние в яйце поли(А)-РНК, мРНК актина, гистонов, рРНК, существенное для 
судьбы регионов яйца и зародыша, найдено у кольчатого червя Спаеюр- 
{егцаз (ТеПету, 1985; $жаПа е{ а1., 1985). 

В ооцитах и яйцах шпорцевой лягушки выявлены качественные и 
количественные различия распределения поли(А)-РНК (Кпр, ВагКИ5, 
1985) и некоторых транслируемых в бесклеточной системе мРНК (5тИВ, 
1986) по анимально-вегетативной оси; выявлена также преимуществен- 
ная локализация мРНК актина и тубулина в кортикальном слое ооцитов 
(Реггу, Сарсо, 1988) и связывание этих мРНК с цитоскелетом (НаирНпап е{ 
а1., 1989). | 

Проведенные исследования на насекомых свидетельствуют о том, что 
ооплазматические детерминанты клеток половой линии (ОКада, Товаз, 
1985) и детерминанты осевого паттерна (КаЦцной, ЕБешева, 1986) представ- 
лены специфическими наборами РНК. Так, например, в яйцах и ранних 
зародышах дрозофилы обнаружен переднезадний градиент распределе- 
ния материнских транскриптов гена саида! (М1одак, Сенипе, 1987) и гена 
оны 1988; Лонпзоп е! а|., 1989). Материнские 

марейт: ^ саг, контролирующего развитие половых клеток и 
к, к т тела зародыша дрозофилы, локализуются в ходе 
Передне-задний полюсе ооцита (Кип-На её а1., 1991; Виопайа е{ а!., 1991). 
ОД т распределения в синцитиальной бластодерме 
гевовыСй п елковых продуктов трансляции транскриптов 
заролишей а тов передне-заднего осевого паттерна 
гена Б1со!4, контрол ясным и механизм действия белкового продукта 
ции (Онеуег, И о транскрипцию одного из генов сегмента 
НИЯ отдельных видов ина 1985). Таким образом, паттерн распределе 

К ВИДОВ информационной РНК в ооплазме яйца и зародыша 
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раннего развития, 


постепенно сменяется соответствующим палтерном распределения 
белковых продуктов их трансляции, что может происходить уже в холе 
оогенеза (1е{егу, 1983, 1988; Иетап, 1еЙету, 1986). | | 

Анизотропия компонентов оолеммы с рецепторной, 


энзиматической функциями тоже может детерминировать 
нов зародыша при 


транспортной, 
судьбу регио- 
условии стабильности и наследуемости в еле 
дробления региональных различий плазматической мембраны яйца, т.е. 
ограничения свободной латеральной подвижности мембранных компо- 
нентов, что и было обнаружено на яйцах шпорцевой лягушки и моллюска 
Маззаг!из (П1сфи$ еЁ а]., 1984; Зрекизаег её а|., 1984). 

В кортикальных гранулах и других мембранных везикулах зрелого 
неоплодотворенного яйца морского ежа запасены различные компоненты 
внеклеточного матрикса, секретируемые как сразу после слияния гамет, 
так и в ходе дальнеишего развития и определяющие морфогенетически 
значимые взаимодействия и перемещения клеток 3: | 
1984; АШерго, МеСау, 1988). И ны 

Упорядоченная и поляризованная по анимально-вегетативной оси 
организация яица вовлекает распределение всех клеточных органоидов, 
однако сведения об анизотропном распределении в ооплазме органоидов 
и макромолекул, уточняя и детализируя общую картину высокоупорядо- 
ченной структуры ооплазмы, не вносят принципиально нового в понима- 
ние механизмов установления и поддержания этого порядка. 

Исследование же структур и белков цитоскелета яиц не только выяв- 
ляет его пространственную неоднородность, но и объясняет глобальную 
анизотропию яйца. Известно, что пространственная гетерогенность 
распределения всех субклеточных компонентов соматических клеток -— 
это функция цитоскелета, цитоматрикса (см.: ЗспИма, 1986; Роцег, 1987). 
Анизотропия распределения в ооплазме РНК (РНП), митохондрий, пиг- 
ментных и кортикальных гранул и других мембранных органоидов, как 
и компонентов плазматической мембраны, также, по-видимому, обуслов- 
лена их связыванием гелеподобной цитоскелетной сетью, прежде всего 
сетью актиновых филаментов, наиболее развитой в кортикальном слое 
яйцевых клеток. Это показали исследования, проведенные на яйцах 
морского ежа (Мооп еЁа1., 1983; Загает, 1984), асцидий (ЛеНегу, Меет, 1983; 
О2тап, ]еЙегу, 1986; ]е[егу, 1988), кольчатых червей (ЗВитихи, 1984, 1985, 
1986; Уе{Гегу, 1985), насекомых (Вегту, 1985), амфибий (баШ`е{ а1., 1983; 
Мупе еЁа1., 1985; Наирипал её а1., 1989). 

Кортекс яйцеклетки - плазматическая мембрана с прилегающим 
слоем цитоплазмы толщиной в несколько микронов — оказывает мощное 
морфогенетическое воздействие в процессе развития. Динамические 
свойства этого домена яйцеклетки, ответственные за проявление основ- 
ных черт строения яйца и раннего эмбриона, определяются морфофунк- 
циональной организацией кортикального матрикса (цитоскелета), ассо- 
циированного с оолеммой и включающего мембранные органоиды и 
макромолекулярные комплексы (обзоры: Уасашег, 1981; ТеНегу, 1984; 
Заг4е!, Спапр, 1987). Структурная организация кортекса яиц различных 


‚Животных характеризуется мощным цитоскелетным каркасом, включаю- 


7 


4 


ых филаментов как основу микроворсинок по- 
‚ яйца образует складки или иные структу- 
рхност стение актиновых филаментов. 
ры) и плотное кортикальное спл аемая, как правило, до оплодотворения 
Наиболее общая и а ЖИВОТНЫХ — его анимально-вегета- 
характеристика проморфологии = аспределения актина и (или) актино- 
тивная полярность. Поляриваци. . у одного из полюсов обнаружена в 
вых филаментов < ен ев, 1 985), в яйцах нематод (НИ, 
зиготах бурой водоросли Е ен 1986: Еегпап4ех её а|., 1987) 
‹ червей (ЗЫтили, , 2 3 
\тоте, 1988), а. самада, 1988; Озтап, ЗеНегу, 1986), млеко- 
асцидий (УеМегу, Мейет, ты Маго е! а|., 1986). Рассеянные во многих 
питающих (см.: Голёо, 1795; “отх выше работах многочисленные 
паки в частности, в цитированных выше Р | 
статьях к азличиях рельефа поверхности анимального и вегетативного 
ры (наличие, отсутствие, относительная численность метле 
синок или каких-либо иных образовании, их размеры, форма) также 
косвенно свидетельствуют о поляризации распределения компонентов 
цитоскелета, поскольку рельеф поверхности определяется особеннос- 
тями кортикального цитоскелета. „а | 
Так, цитоскелетной основой микроворсинок поверхности яиц морско- 
го ежа служит ригидный структурный комплекс актин-фасцин и отсутст- 
вие микроворсинок на вегетативном полюсе раннего зародыша морского 
ежа указывает на локальные особенности кортикального цитоскелета 
(см.: Зснгоефег, 1986, 1988), Отличия организации цитоскелета вегетатив- 
ного полюса яиц некоторых видов морских ежеи и ооцитов морскои 
звезды описаны тЯкже и в других работах (Рап, 1984; Загае, 1984, ЗеВгое- 
Чег, 1985; багде!, Свапр, #987). Подобным образом локальна концентрация 
актина и спектрина на анимальном полюсе яиц мыши (Кейта, Гемопеп, 
1985). Поляризация поверхности яиц, проявляющаяся в различиях 
рельефа и способности кортекса к сокращению, найдена у вьюна ([уапеп- 
Коу её а]., 1990). 
В цепи событий, индуцируемых контактным взаимодействием гамет, 
как и в других морфогенетических процессах, важным промежуточным 


щим пучки актинов 
верхности (реже пове 


‚ механизмом контроля внутриклеточных процессов, и в частности агре- 


гатного состояния актина и тубулина, служит временный подъем кон- 
центрации свободных ионов кальция в цитозоле и сдвиг РН (см.: ${ап1531- 
геет, Зитай, 1983; Ере, 1984; Виза, МиссНе!, 1985). Вхождение спермия 
(или локализов анная искусственная активация) вызывает прохождение 
к ыы хности яйца волн разнообразной природы: активации, экзоцито- 
ЕЯ а подъема концентрации ионов кальция, сокра- 
|, 1985; Слеег её а]. 1987), 3: 1981; Виза, Миссцеш, 1985; КИпе, Миссце]- 
вхождения ня нк волны распространяются либо от точки 
ройками системы АКТОВ анимального полюса и сопряжены с перест- 
на волна полимеризации и таМЕНов. В яйце морского ежа выявле- 
дения спермия (Уопетша, М: и проходящая в кортексе от места вхож* 
ЗЕЕ а: ее и 1987). Исследования кольцевой зоны 
ного полюса к вегетативному ПНООбразно перемещающейся от анималь- 

| “ивному при ооплазматической сегрегации у пред- 
в 


ставителей ракообразных (Геуи5, 1977) и кольчатых червей (ЗВ м, 1982, 
1984, 1986), свидетельствуют о перестройке сети актиновых филаментов в 
зоне сокращения. 

Морфофункциональная организация системы актиновых филаментов 
интегрирована как в яйцевых, так и в соматических клетках с динами- 
кой системы микротрубочек. Последняя представлена главным образом 
астерами и веретенами — мейотическими в созревающих ооцитах и 
митотическими в дробящихся яйцах. В развитии морского ежа, морской 
звезды, асцидии и, вероятно, большинства других животных функциони- 
рует центросома, вносимая спермием, тогда как материнская центросома 
не участвует в событиях оплодотворения и раннего дробления (5сНаНеп 
её а1., 1986а,5, 1988; Замада, ЗспаНеп, 1988; З1и4ег е! а1., 1989). В развитии 
мыши, наоборот, функционирует унаследованная от ооцита центросома; 
после вхождения спермия в яйцо возникают многочисленные астеры 
материнского происхождения, которые затем ассоциируются с пронук- 
леусами и позже формируют два полюса митотического веретена ($спа{- 
{еп ей а1., 1985, 19866; Маго её а1., 1986). Многочисленные центриоли и 
астеры появляются в яйцах морского ежа при партеногенетической акти- 
вации (КаПепЪасв, 1983, 1985), при повышенной температуре (Нагг!$ е! а1., 
1989), а также обработке гексиленгликолем (Епдо е{ а1., 1990). В кортексе 
ооцитов морских звезд (ОНо, ЗсВгоейег, 1984; Зсвгое4ег, 1986) найдены 
беспорядочно ориентированные микротрубочки, не связанные с каким- 
либо явным центром организации. Сходная цитоплазматическая сеть 
микротрубочек обнаружена также в яйцах мыши (Зспа{еп е| а1., 1985) и 
асцидий (Замайа, ЗсВацеи, 1988). 

Имеются свидетельства направляющей поляризацию функцию системы 
микротрубочек: мейотического веретена в ооците мыши (см.: Гопро, 
1985), спермастера оплодотворенных яиц шпорцевой лягушки (ОБЪеЦ$ 
е{1 а1., 1983; баиНег, Тепсег, 1987; Ноий$юп, ЕНизоп, 1991) и асцидий (5ама- 
да, ЗспаНеп, 1988), митотического веретена раннего зародыша немертины 
Сегебтавл\и$ (Егеетап, 1978). 

В то же время асимметрия расположения митотического или мейоти- 
ческого веретена, обеспечивающая количественную и качественную 
асимметрию деления, зависит от фиксации одного из полюсов веретена 
кортексом, что прослежено при отделении микромеров у -морского ежа 
(Рап, 1984), моллюска ЗрзШа (Рап, Цо, 1984) и мейотическом делении 
ооцитов шпорцевой лягушки (Рябова и др., 1984) и мыши (Гопро, 1985); 
показано также, что обработка цитохалазином нарушает связь веретена с 
кортексом. В свою очередь, метафазные мейотические хромосомы в 
ооците мыши способны индуцировать локальную концентрацию актина в 
прилежащих участках кортекса (Маго е{ а|., 1986). 

По всей вероятности, после установления анизотропии кортикального 
слоя измененное состояние кортекса влияет на ориентацию системы 
микротрубочек. По-видимому, для взаимодействия системы микротру- 
бочек и кортикальной цитоскелетной сети яйцевых клеток характерны 
двусторонние или по крайней мере координированные влияния (5евгое- 
Чет, 1986). Координированность функционирования систем микротрубо- 


‚ пля уси го осуществле- 

ма и для успешного о 
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дым Е олеерения и раннего развития (бспаНеп, ЗспаНеп, 1986; 
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Зам ада, зспанел, 1988). = вфиламентов обнаружена в ооцитах различ- 
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р ивотных выявлены корти- 
КутшкозКу её а1., 1987). В Е с организации кото- 
кальные филаменты цитокерат ие» — оцтливо выражена у мор. 
имально-вегетативной оси ооц 
а 1989) и морской звезды (Зснгоейег, ОНо, 1991). Сеть 
ского ежа (Воу[е, БглУ, | и мор о ееинии оониеа, их 
атиновых филаментов разрушается при. ее Е 
лы “нах исследованных животных не наидено развитой связнои 
с ем ловит тонных филаментов. Подобным образом исследование 
с применением моноклональных антител к цитокератину выявило в 
яйцах мыши диффузный, пятнистый паттерн распределения, но не при 
меризованные филаменты (ем опеп, 1985). Антитела к цитокератин) 
окрашивают в ооцитах морской звезды, помимо кортикальнои системы 
филаментов, пару центросом, расположенных на анимальном полюсе 
(Зснгоедег, Оно, 1991). С помощью моноклональных антител к белкам 
промежуточных филаментов дрозофилы обнаружена локализация одного 
из реагирующих белков лишь в центросоме яиц морского ежа (ЗспаНеп е1 
а1., 1987). 
функция промежуточных филаментов и их белков в яйцевых клетках 
остается наименее ясной. Данные же о морфофункциональной организа- 
ции системы актиновых филаментов, интегрированной с системой микро- 
трубочек, свидетельствуют о ключевой роли кортикального фибриллярно- 
го актина в установлении и поддержании пространственной анизотропии 
яйцевой клетки — проморфологии будущего зародыша. 


ОРГАНИЗАЦИЯ КОРТИКАЛЬНОГО СЛОЯ ЯИЦ 
И ООЦИТОВ НЕКОТОРЫХ ИГЛОКОЖИХ 


Весьма детально исследована структура кортикального слоя яиц И ее 
реорганизация после контакта. гамет у иглокожих, главным образом У 
о. ежа (обзоры: ЭспаНеп, 1984, Зсртоедет, 1986; Загае!, Свапв, 1987). 

онтакт яйца со спермием запускает каскад связанных с оп лодотворе" 
нием событий, включающих сущес енную перестройку кортекса за счет 
сборки актиновых филаментов и их пучков, что ведет к формированию 
ии цитоскелетного каркаса, связанного с более редко и 
Рыхло расположенными филаментами эндоплазмы (Зриеен, Зри@св, 
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1979; ТИпеу, ТаНе, 1980; СоПе е{ а1., 1982; Мооп е! а]., 1983; Загдет, 1984). 
Сборка структурных элементов кортикального цитоскелета сопряжена с 
концентрациеи в кортексе оплодотворенных яиц морского ежа полиме- 
ризованного актина; вместе с актином в кортексе оплодотворенного яйца 
существенно возрастает количество полимеризованного фасцина, белка, 
связывающего актиновые филаменты в пучки и локализованного в 
микроворсинках (ОНо е{а1., 1980; Вгуап, 1982; Капе, 1982; ЗспаНеп, 1984). а 
также двух других актинсвязывающих белков: альфа-актинина (МабисН 
е{а1., 1985; Натарисш, МаБисш, 1986) и фодрина (5спаКеп е! а]., 19866). Эти 
структурные перестройки происходят у морского ежа в течение несколь- 
ких первых минут вслед за осеменением (ТИпеу, ТаНе, 1980) и нарушают- 
ся цитохалазином (ВапхНа! е{ а1., 1980). 

Нами было проведено ультраструктурное и биохимическое исследова- 
ние кортексов неоплодотворенных и оплодотворенных яиц морского 
ежа Зтопру1осетгойа$ ицегпей $ (Дроздов и др., 1987). Результаты этой 
работы, подтверждая полученные на других видах хорошо документиро- 
ванные данные о сборке актиновых филаментов, их пучков и сетей в 
кортексе осемененных яиц ($рийсН, Зри@сН, 1979; ТИпеу, ТаНе, 1980; 
Заг4е!, 1984; ЗспаЦеп, 1984), в то же время свидетельствуют о наличии 
еще до оплодотворения интегрированной кортикальной цитоскелетной 
‘сети, отчетливо выявленной также Чендлером (Спапег, 1984) в неопло- 
дотворенных яйцах 5, ригригай1$. Несколько позже кортикальный акти- 
новый цитоскелет был исследован в неплодотворенных яйцах $. ригрига- 
{5 и Бес ти$ уапера $ и описан как сеть коротких филаментов актина 
(Непзоп, Верр, 1988; Зри@сй е{ а1., 1988). 

Полимеризация актина в кортексе яйца после контакта со спермием, 
по-видимому, зависит от возрастания рН в этот период с 6,8 до 7,2 (Уас- 
ашег, 1981; Зсвацеп, 1984; Ере|, 1990). По данным Бегга и Ребуна (Веёр, 
Веьнип, 1979), ультраструктура кортикального слоя неоплодотворенных 
яиц, выделенного при РН 7,3-7,5, становится неотличимои от структуры 
кортексов оплодотворенных яиц, что свидетельствует о наличии до 
оплодотворения в кортикальном слое большого количества неполимери- 
зованного актина и сборке его при повышении рН. По нашим данным, 
изоляция кортекса неоплодотворенных яиц при РН 7,2-7,4 приводит к 
возрастанию числа микрофиламентов, однако без формирования густой 
сети их, характерной для оплодотворенного яйца. Добавление же к кор- 
тексам неоплодотворенных яиц экзогенного глобулярного актина в 
условиях, способствующих его полимеризации, ведет к формированию 
густой сети многочисленных Филаментов, связанных со сгущениями 
аморфного материала, что, вероятно, указывает на роль последнего в 
инициации сборки филаментов и (или) связывании их концов, т.е. орга- 
низации пространственного расположения микрофиламентов в кортексе. 

Показано, что возрастание количества актина и фасцина в кортексе 
оплодотворенных яиц примерно на треть обеспечивается цитоплазмати- 
ческим пулом этих белков, полимеризующихся в кортексе (ОНо еЁа|., 
1980), а структурное состояние актина в яйцах иглокожих регулирует- 
ся и модулируется несколькими актинсвязывающими белками (Мабис, 


11 


Рис. 4 Рис. 3 


Рис. 2 


уы рный актин в зрелом неоплодотворенном яйце морского ежа Есп!1по- 
по сотевги (флуоресценция родаминфаллоидина) 


Рис. 1. 
сага 1 


Рис. 2. Фибриплярный актин 


в кортикальном сл из ‹ Непис!а 
пауазв (флоуресценция род р слое ооцита морской звезды 


аминфаллоидина) 


неоплодотворенном яйце моллюска Масйта зшеа‘ата 
Преснов, 19906) 


Рис. 3. Фибриллярный актин в: 
(родамифаллоидин) (Исаева, 
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Нозоуа, 1983; Мабис! её а|., 1985; Натарис 1, МаБис, 1986; Зспацеп е{ а|., 
1986). По-видимому, помимо моно- или олигомерного актина самого 
кортекса в организации кортикального цитоскелета участвует и мобили- 
зуемый из эндоплазмы актин; пространственная же организация цитоске- 
лета кортекса оплодотворенного яйца обеспечивается предсуществовав- 
шей структурои кортикального слоя неоплодотворенного яйца. 

Механические деформации яиц морского ежа в период формирования 
ригидного кортикального цитоскелета ведут к появлению геометически 
необычных форм яиц (Исаева, Преснов, 1983). В течение первых 5 мин 
после осеменения осуществляется процесс интенсивной полимеризации 
актина (Би!тезпе е{ а1., 1987); в это же время яйцеклетки наиболее чувст- 
вительны к воздействию цитохалазином (ВаптНа! е{ а1., 1980) и наиболее 
деформируемы механически. Динамика появления яйцеклеток с высту- 
пами в ответ на 10-минутное сдавливание очень сходна с динамикой 
появления этих же форм после 10-минутной обработки цитохалазином 
(Вап2ра! е{ а1., 1980; Исаева, Преснов, 1983). Различие ответа яйцеклеток 
морского ежа на сжатие в разное время после оплодотворения отражает, 
по-видимому, динамику становления кортикального цитоскелета. 

Кортикальная сеть фибриллярного актина может быть визуализирова- 
на и путем окрашивания родаминфаллоидином после экстракции трито- 
ном Х-100 как тотальных препаратов яиц морского ежа (БоеНтосаганит 
согда ит -— рис. 1), так и изолированных кортексов яиц морского ежа или 
ооцитов морской звезды Непифа Пауаз$В (рис. 2); фибриллярная сеть 
более отчетливо различима на препаратах кортикального слоя яйцевых 
клеток. Поскольку в отличие от морского ежа у мидии (представителя 
двустворчатых моллюсков) в кортикальном слое яиц найдено значитель- 
но большее количество полимеризованного актина до оплодотворения 
(Дроздов и др., 1987), техникой окрашивания родаминфаллоидином про- 
ведено выявление фибриллярного актина в осцитах другого двуствор- 
чатого моллюска — МасНа зшсайана (рис. 3). Сравнение интенсивности 
флуоресценции и морфологии кортикальной сети фибриллярного актина 
в ооцитах и яйцах исследованных представителей иглокожих и двуствор- 
чатых моллюсков не дает оснований для заключения о принципиальных 
качественных отличиях организации кортекса яйцевых клеток этих 
типов животных. . 

Ориентация основной оси поляризованного яица (анимально-вегета- 
тивной у животных), будучи преемственной в ходе развития, детермини- 
рует ось зародыша и в конечном итоге ось взрослого организма. Для 
исследования осевого паттерна яйцевых клеток необходимы надежные 
маркеры полярности яиц и зародышей. Маркером анимального полюса 
яиц и зародышей морского ежа может служить микропилярный канал в 
студенистой оболочке (5спгоедет, 1980а), однако необходимость удаления 
студенистой оболочки в экспериментах не позволяла использовать этот 
маркер. У средиземноморского ежа Рагасеп!то (1 (ЗкопРУу1осепогиз) 
ПУ ц$ ориентация анимально-вегетативной оси маркируется возникаю- 
щим в ходе раннего дробления (а у 20% яиц — еще до оплодотворения) 
характерным распределением кортикальных пигментных гранул с диско- 
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Рис. 4. Отделение полярного тельиа при созревании яйца морского ежа ЕсШтосатдиии 
сотдафит 
Рис. 5. Типичная морфология зрелых неоплодотворенных яиц Е. согдайит 


видной зоной (свободной от пигмента) на вегетативном полюсе (5свгое- 
Чег, 19805). Яйца немногих других видов ежей тоже имеют подобную 
естественную маркировку вегетативного полюса и анимально-вегетатив- 
ной оси (Зспогоедег, 19805; ТапаКа, 1981). ЕсШпосагаит согдафит — один 
из очень немногих видов морских ежей, зрелые неоплодотворенные яйца 
которых обладают морфологическим маркером анимального полюса яйца 
(Моппе, 1946) в виде сосочковидного выступа. Наличие такого маркера 
позволило провести исследование распределения фибриллярного актина 
и других особенностей поляризованной организации неоплодотворенных 
яиц Е. сотФайит (см.: Исаева, Преснов, 1990а). 

После выделения из яичника готовых к созреванию ооцитов Е. сога- 
‘ут (в мае-июне) наблюдается их массовое созревание в морской воде с 
отделением полярных телец (рис. 4), После отделения второго полярного 
тельца на анимальном полюсе зрелого яйца остается отчетливый выступ 
(рис. 5), сохраняющийся вплоть до оплодотворения. Лишь у зрелых яиц в 
конце сезона размножения (август) маркер анимального полюса обычно 
отсутствует, яйца имеют обычную для яиц морских ежей сферическую 
или неправильно-округлую форму. 
пе истово акти отт 
маши" | канал в студенистой оболочке, ведущей к 
Чаи” =. полюсу (рис. 6). В гипотонической среде (разбавление 
“ед Рено 3:1) на анимальном полюсе неоплодот- 
ке“ яиц в. согааит появляется и достигает большого размера 
Зы вы перетекает до трети объема ооплазмы (рис. 7). 
ба ‘слование распределения фибриллярного актина техникой окра- 
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Рис. 6. Визуализация микропиле в студенистой оболочке неоплодотворенноге яйцё 
Е. согаа&йит (суспензия частиц туши) 


Рис. 7. Ооплазматическая лопасть на анимальном полюсе яйца Е. согаз1ит в гипото- 
нической среде 

шивания родаминфаллоидином выявило отчетливую концентрацию 
актина в кортикальном слое яиц с падением интенсивности флуоресцен- 
ции в области анимального полюса при локальном возрастании яркости 
свечения на вершине ”носика” — выступа (рис. 8). У зрелых яиц конца 
сезона размножения фибриллярный актин создает однородный мелко- 
пятнистый паттерн распределения по всему кортексу (см. рис. 1}, причем 
пятна более яркой флуоресценции, по-видимому, соответствуют микро- 
ворсинкам поверхности яйца. 

Вслед за вхождением спермия в яйцо Е. сог4аит в течение 1-й минуты 
отделяется оболочка оплодотворения, иногда соответствующая своими 
очертаниями (выступ на стороне анимального полюса) форме неоплодот- 
воренного яйца (рис. 9), само же яйцо в это время становится сферичес- 
ким. В последующие 2-3 мин в месте вхождения спермия возникает 
хорошо заметный конус оплодотворения, сначала конической, а затем 
округлой формы, исчезающий примерно через 5 мин после осеменения. 
Окрашивание родаминфаллоидином выявило яркую флуоресценцию 
конуса оплодотворения (рис. 10). 

Вследствие наличия У яиц Е. согааёит четкого морфологического 
маркера анимального полюса неоплодотворенности яйца и хорошо 
заметного конуса оплодотворения можно проследить положение места 
вхождения спермия относительно полюса яйца. Результаты наблюде- 
НИЙ с регистрацией позиции анимального полюса до осеменевия и затем 
места появления конуса оплодотворения у каждой из 57 яйцеклеток 
показали, что спермий способен проникнуть в яйцо Е. согд4аим в любой 
точке поверхности яйца, за исключением области анимального полюса. 

Ко времени созревания ооциты Б. согдайиа открепляются от стенки 
яичника, оказываясь свободно лежащими в просвете ацинука, и утрачи- 
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рис. 8. Распределение фибриллярного акти- 
нав яйце Е. сотбации (родаминфаллоидин) 


Рис. 9. Яйцо Е. согаит через 3 мин после 
контакта гамет. конус оплодотворения и 
оболочка оплодотворения, вопроизводя- 
щая очертания анимального полюса неоп- 
лодотворенного яйца 


Рис. 10. Флуоресценция конуса оплодотво- 
рения яйца Е. согда{ит (родаминфаллои- 


дин) 


вают морфологический маркер бывшего места прикрепления ооцита. 
Поэтому проследить с достоверностью преемственность полюсов прикреп- 
ленного ооцита и свободно лежащего в просвете ацинуса яичника или 
в морской воде вне организма не представляется возможным. 

Поскольку анимально-вегетативная полярность яйца у животных 
детерминируется в ходе оогенеза, поиски механизма становления по- 
лярности яйца должны быть обращены именно к этому периоду. Ориента- 
ция оси яйцевой клетки, насколько известно, зависит от анизотропии 
окружающей ооцит среды, т,е. его контактов с клеточными и внеклеточ- 
ными структурами яичника. В связи с представлениями о роли контакт- 
ных взаимодействий ооцита с клеточными и внеклеточными структура 
ми яичника в интегральной реакции поляризации яйцевой клетки и о 
функционировании сети актиновых филаментов как субстрата — носите“ 
ля эпигенетической памяти яйца (см. ниже, а также: Исаева, Преснов, 
1987; Исаева, 1990а) кажется заслуживающим внимания исследование 
организации именно актинового цитоскелета ооцитов. 

Техникой окрашивания родаминфаллои дином изучено распределение 
фибриллярного актина в вителлогенных ооцитах с естественными морфо- 
логическими маркерами полярности у морских ежей У\топру1осепо$ 


пиди; и Ес тосат@ т согдаит и морской еее ‹ (Исае- 
ва, Преснов, 19906). р звезды Неписа Науаз ( 
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Рис. 11. Поляризованное распределение фибриллярного зктина в ооците Н. Науаз 1: 
родаминфаллоидин (Исаева, Преснов, 19906) 


Рис. 12. Осциты 5. пифиз 
а — в морской воде; б — окраска родаминфаллоидином (Исаева, Преснов, 19906) 


У осцитов всех исследованных нами видов животных найдены диффу- 
зная флуоресценция ооплазмы, наиболее интенсивная в ее кортикальном 
слое, а также интенсивное свечение ядра. 

Наиболее отчетливая поляризованность интенсивности ооплазматичес- 
кой флуоресценции выявлена в осцитах морской звезды Неписа пауа$1. 
Полярность ооцитов Н. Науаз!: морфологически маркирована более или 
менее выраженным локальным выступом (лопастью) в месте прикрепле- 
ния ооцита и общей грушевидной либо яйцевидной” формои ооцита. В 
ооцитах ранних этапов вителлогенеза интенсивность ооплазматическои 
флуоресценции, наиболее яркой в кортексе, отчетливо и весьма резко 
падает по направлению к полюсу прикрепления. Большей яркостью 
флуоресценции отличается от окружающей эндоплазмы и ядро. ооцита 
(рис. 11). У ооцитов конечных этапов вителлогенеза при сплошной яркой 
флуоресценции кортикального слоя лишь маркирующая место бывшего 
прикрепления лопасть поверхности оказывается слабо светящейся, 
причем и здесь выделяется большей интенсивностью флуоресценции 
тонкий кортикальный слой. 

Небольшие вителлогенные ооциты морского ежа Знопру1осептои$ 
пу@и$ имеют грушевидную форму с отростком (ножкой), маркирующим 
полюс прикрепления ооцита (рис. 12а). Диффузная или мелкопятнистая 

Луоресценция более интенсивна в кортикальном слое, убывая по 
чаправлению к полюсу прикрепления, с очень слабым свечением ”нож- 
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Рис. 13. Осциты Е. сотаим 


: ии в боцитах 
ки” ооцита (рис. 12,6). Ядерная покализация Флуоресцени т 
$. 11015 слабо нет: Еопоса ини согдаат были исследованы на 

Ооциты морского © и созревания; доля ооцитов, сохра- 

С ша р емжркея прикрепления ооцита в яичнике 
НИ офоло ры 
1, невелика У таких ооцитов диффузная "ные 
соплазмы сконцентрирована в кортикальном слое, интенсивно флуорее 

й гра; пределения яркости свечения отсутст 
пиру ДО тся значительно 
вует, но выступ (”стебелек”) прикрепления отличае” ль: 
более слабой флуоресценцией, причем свечение на его вершине несколь 
ко ярче, чем у более широкого основания выроста (рис. 13,6). 

Фаллоидин, как известно, с высокой специфичностью связывается с 
актиновыми филаментами и ингибирует их деполимеризацию. Флуорест 
пирующие производные фаллоидина выявляют локализацию фибрилляр* 
ного актина в клетке, причем при насыщающих концентрациях интенсив- 
ность флуоресценции пропорциональна количеству фибриллярного 
актина (Соорег, 1987; Сапо е{а|., 1992). 

Ооплазматическая (преимущественно кортикальная) локализация 
актина в виде сети актиновых филаментов выявлена в яйцевых клетках 
всех исследованных в этом аспекте животных, и в частности иглокожих 
(Загает, 1984; Уопегига, КмознИа, 1986; Загаей, Спапе, 1987). Кортикальная 
сеть фибриллярного актина связана с пучками актиновых филаментов, 
составляющих цитоскелетную основу небольших и коротких микровоР 
синок поверхности, существенно удлиняющихся лишь после оплодотво" 
рения яиц морских ежей или созревания ооцитов морских звезд (обзоры 
зсйгоедет, 1986; Заг4е!, Свапр, 1987). флуоресценция кортикального слоя 
окрашенных родаминфаллоидином неоплодотворенных яиц Морского 


ежа менее интенсивна по сравнению с таковой оплодотворенных Я" 
(Уопетига, КпозНИа, 1986: Непзо 


яф а п, Веро, 1988; Зрийси её а1., 1988). Подо 
ная Флуоресценция диффузного характера выявлена в кортикально“ 
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слое ооцитов и неоплодотворенных яиц морских ежей. Вероятно, микро- 
ворсинки поверхности вителлогенных ооцитов и зрелых неоплолотво- 
ренных яиц Есшпосаг@иат согдазат вскоре после созревания слабо 
выражены, что и обусловливает диффузный характер флуоресценции 
кортикального слоя. Лишь у зрелых яиц Е. согаашт, уже утративших 
морфологический маркер полярности, обнаружен пятнистый паттерн 
флуоресценции, по-видимому отражающий распределение 


микро- 
ворсинок. 


Очевидно, область анимального полюса неоплодотворенных яиц 
Е. согаа{иат отличается морфологическими и функциональными особен- 
ностями от остальной поверхности яйца, Известно, что у осцитов морской 
звезды область анимального полюса лишена микрошипиков поверхности 
(цитоскелетную основу которых, как и микроворсинок, составляет пучок 
актиновых филаментов) и связанных кортикальной цитоскелетной сетью 
мембранных пузырьков (ЗсНгоефет, 1986, 1988). Таким образом, в области 
анимального полюса найдено локальное ослабление ригидного корти- 
кального цитоскелета ооцитов морской звезды. Вероятно, подобное 
отсутствие микроворсинок поверхности и плотного кортикального 
сплетения актиновых филаментов в области анимального полюса неопло- 
дотворенных яиц морского ежа Е. сог4айит обусловливает и локальное 
падение интенсивности флуоресценции родаминфаллоидина, и выпячи- 
вание ооплазмы на анимальном полюсе, резко усиливающееся в усло- 
виях гипотонии. Повышение же концентрации фибриллярного актина на 
вершине анимального конуса, вероятно, след локальной концентрации 
актина в зоне контакта ооцит-полярное тельце, подобно найденной у 
ооцитов мыши (Вейта, Генюпеп, 1985) и кольчатых червей (Регпапде2 е1 
а1., 1990; ЗВитияи, 1990). 

Отсутствие проникновения спермия в области анимального полюса 
яиц Е, согда?ат, вероятно, также свидетельствует о морфофункциональ- 
ных особенностях этой области. Таким образом, канал в студенистой 
оболочке яйца — единственный маркер анимального полюса яиц боль- 
шинства всех остальных видов морских ежей (5спгоедег, 1980а) — очевид- 
но, не служит путем прохождения оплодотворяющего спермия у Е. сог- 
дат. 

Комплекс морфофункциональных особенностей анимального полюса 
яиц Е. согдайит — ясное проявление анимально-вегетативной полярности 
зрелых неоплодотворенных яиц. У большинства других видов морских 
ежей экспрессия анимально-вегетативной полярности яйца до оплодотво- 
рения не столь явна. Так, поверхность анимального полюса яйца 5{оп- 
рУ1осеп!гои$ пидиз непосредственно после отделения полярных телец 

ис. 14) не обладает никакими заметными отличиями от остальной 
поверхности яйцеклетки. Лишь воздействие цитохалазином выявляет 
некую поляризацию неоплодотворенного яйца $. пибиз (см. рис. 16), 
соответствие которой анимально-вегетативной оси яйца остается недока- 
занным. 

Анизотропное, поляризованное распределение фибриллярного актина 
найдено в ооцитах исследованных представителей иглокожих вдоль оси, 
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Рис. 14. Яйцо морского ежа $. пиЧи; с по. 


определяемой местом прикрепле-. 
ния ооцита в яйчнике. Наиболев 
отчетливо поляризованная органи. 
зация актинового цитоскелета ооп- 
лазмы выявлена в социтах морской 
звезды Н.Вауа$ю. Этот вид отли. 
чается большими размерами яиц, 
лецитотрофным развитием с выпа. 
дением планктотрофной стадии 
личиночного развития и такими 
особенностями оогенеза, как амп- 
лификация рибосомных генов и 
образование множественных аа 1988 
ибосомную ЛНК (Гагинская и др. — Ё . т > ЗИ 
р По всей вероятности, в связи с лецитотрофным типом разв этого 
вида, большим количеством желтка и крупными размерами яиц`корти- 
кальная сеть фибриллярного актина в социтах 5Й пауазв значительно 
более развита по сравнению с ооцитами морских ежей (планктотрофный 
тип развития — см.: Касьянов, 1989). Кортикальный слой ооцитов 
Н. вауа5! характеризуется очень яркои флуоресценцией, а на препаратах 
изолированного кортекса выявлена мощная сеть фибриллярного актина. 
По данным Гагинской и др. (1983, 1988), к ядру ооцитов Н. Вауаз! приле- 
гает асимметрично расположенное сплетение филаментов. Такого рода 
шапочка” была различима при светооптическом рассмотрении ооцитов 
Н. Вауаз: после фиксации и экстракции детергентом, однако окрашива- 
ние родаминфаллоидином не выявляло этой структуры. Поэтому можис 
предположить, что околоядерное фибриллярное сплетение в ооцитах 
Н. Пауа5 образовано промежуточными филаментами. Крупные же 
размеры яиц и осцитов этой морской звезды, связанные с упомянутыми 
выше особенностями оогенеза, делают ее объектом для исследования 
цитоскелета ооцитов. 

Высокая концентрация фибриллярного актина обнаружена и в ядрах 
ее в. ЕспосагА ии согдайит и Масша Е 
КАИ АСТИНА ПО а ядер. Данные о Е ы 
Е ое р ОМАТИЧесКих клетках (сми т 

я ТН ‚ отом"еу, Втазей, 1987), так и на ооцитах млекопитающих 


(см.: ТЫБацИ ет а1., 198 | ть 
1985; Зспеет, 1986) им 7), амфибий (Зспеег её а]., 1984; снег, Оабацма 


га“ эрского ежа (риатеН е а1., 1988). Актиновые фил" 
ме сому» вовлечены в процессы транскрипции в петлЯ^ 
сеет, 1986) мо ланоных щеток оонитов амфибий (Зопеег её 2. 1984 
1986); фибрилля о топлазматический транспорт (Зем ег, Лапь 
крупными. 6 ирныи актин отчетливо выявляется именно в ооцитах с ИХ 
рупными, функционально АКТИВНЫМИ 

При несомненной А ядрами. 


й а | 
“АЛанности ‘осевых различий поляризованног“ 
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распределения фибриллярного актина, как и ориентация анимально- 
вегетативной оси ооцитов иглокожих, локализацией прикрепления 
ооцита в яичнике остается неясным конкретное положение анимального 
и вегетативного полюсов ооцита относительно структур яичника, Маркер 
анимального полюса яиц — полярное тельце (тельца) появляется у ооци- 
тов иглокожих после потери их контакта со структурами яичника и, как 
правило, после утраты морфологического маркера полюса прикрепления. 
Данные о соответствии места прикрепления ооцита анимальному или же, 
наоборот, вегетативному полюсу яйца иглокожих противоречивы и 
основаны главным образом на косвенных фактах (см.: Равен, 1964; 
Иванова-Казас, 1978; Зсргое4ег, 1980; ЗпЦеу, Сопеу, 1985). Лишь для 
голотурии ЗИспори$ саШоггиси$ прослежена преемственность полюсов и 
установлено соответствие морфологически маркированного места при- 
крепления ооцита к фолликулярному эпителию анимальному полюсу 
яйца (ЗиШеу, Сопеу, 1985). 

Так или иначе, локализация места прикрепления ооцита в яичнике 
детерминирует возникновение локальной же особенности организации 
кортикальной сети фибриллярного актина и глобальной поляризации его 
распределения в яйцевои клетке. 


ПАРАДОКСАЛЬНЫЙ ЭФФЕКТ ЦИТОХАЛАЗИНА: 
АКТИВАЦИЯ ЯИЦ И АМЕБОИДНАЯ ПОДВИЖНОСТЬ ООПЛАЗМЫ 


Итак, становление и поддержание анизотропии ооплазмы, по-видимо- 
му, зависит прежде всего от морфофункциональной организации корти- 
кальной сети фибриллярного актина. Цитохалазины, нарушающие, как 
известно, структуру и функции актиновых филаментов, широко приме- 
няются в качестве ингибиторов различных зависимых от актиновых 
филаментов проявлений клеточной и субклеточной подвижности, в част- 
ности, оплодотворения и цитотомии, что весьма подробно исследовано на 
морском еже (Гопро, 1980, 1986; ЗсваНеп, зспаЦеп, 1981; ЗспаНеп, 1982, 
1984; СИпе е{ а1., 1983; Зенгое4ег, 1986); подобный же эффект оказывает 
латрункулин (5спаНеп, ЗспаНеп, 1986; Зсвайеп её а|., 1986Ъ). Цитохалазин 
подавляет и амебоидную подвижность яйцевых клеток, что было пока- 
зано при исследованиях подвижности ооцитов моллюска $р5ша (ВеБпип, 
1975; Саггой, ЕсКЪеге, 1986). Мы применили обработку цитохалазином В с 
иной целью: индукции амебоидной подвижности яиц морского ежа; 
предполагалось, что нарушение цитохалазином нормальной организации 
ригидного кортикального цитоскелета может привести после отмывки 
ингибитора к двигательной активности яиц, что и наблюдали в действи- 
тельности наряду с неожиданным эффектом цитохалазина как активи- 
рующего агента (Исаева, Чуриков, 1988а). Подобное действие (при некото- 
рой специфичности эффекта) оказывал и цитохалазин О. 

В растворах цитохалазина О при концентрациях 5-20 мкг/мл или цито- 
халазина О (2—5 мкг/мл) через 8—9 мин происходит интенсивное, хорошо 
заметное сокращение кортекса и отделение оболочки оплодотворения у 
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Рис. 16. Радиальное расположение складок кортикального слоя яйца 5. пиди$ в раст. 
ис. з = 


воре цитохалазина 0 (5 мкг/мл) 


неоплодотворенных яиц морского ежа ЗнопРУ!осепоги$ пиди$ (рис. 15) и 
дентосаганит согдайит. Доля реагирующих таким образом яиц возраста: 
ла с увеличением концентрации раствора цитохалазина в указанных пре- 
делах. Вскоре яйца приобретали характерную для обработанных цитоха: 
лазином яиц грубоструктурированную морфологию кортекса, кортикаль- 
ная подвижность прекращалась. Более длительное пребывание яиц 5. пу: 
4и5 в растворах цитохалазина О (в течение 1-2 ч) обычно приводило 
к появлению хорошо заметных статичных складок поверхности, нередко 
радиально расположенных (рис. 16). 

10-минутная обработка яиц ингибитором с последующей его отмывкой 
вызывала амебоидную подвижность 10-90% яиц (данные о зависимости 


Ее вные формы подвижности, различавшиеся 
Бо — сновные фо) чвижности, р 
оростью видимых изменений морфологии яиц и чувствительность® 
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Рис. 17. Амебоидная подвижность яйца $5. пифиз, обработанного цитохалазином В 
(10 мкг/мл, 10 мин) через 1 ч 30 мин (а), 1 ч31 мин (5), 1 ч 31 мин 30 с (в), 1ч 32 мин 
(г) после отмывки (Исаева, Чуриков, 1988а) 


Рис, 18. Фрагментация яйпа 5. пивиз после обработки цитохалазином В (10 мкг/мл, 10 зхин) 


через 1 ч 50 мин (а), 
1983а) 


Рч 51 мин (6), 1 ч 52 мин (6) после отмывки (Исаева, Чуриков, 
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рис. 19. Амебоидность ооплазмы че. 
рез 6 ч после обработки цитохалази- 
ном Вс последующей отмывкой 

рядом — сферическое неподвих. 
ное яйцо 5. пы@и$ С характерной гру- 
бозернистой структурой  кортекса 
(Исаева, Чуриков, 1988а) 


Рис. 20. Амебоидность ооплазмы яйца 5. пи из при непрерывной инкубации в раство- 
ре цитохалазина О (5 мкг/мл) в течение 5 ч (в) и 20ч (6) 


быстрее, в течение нескольких секунд, Быстрая подвижность была 
наиболее выражена через 1-1,5 ч после обработки цитохалазинами, 
длилась в течение 1—2 ч и блокировалась повторным добавлением цито- 
халазина (в концентрации 2 мкг/мли выше). 

Итогом фазы быстрой подвижности нередко оказывалось аберрантное, 
быстро прекращавшееся дробление с образованием двух-четырех 
бластомеров внутри оболочки или фрагментация яиц, лишенных оболоч" 
ки (рис. 18). Чаще же не наблюдалось даже аберрантного дробления или 
фрагментации, и быстрая подвижность либо прекращалась, либо переходя" 
ла в другой тип подвижности — значительно более медленное движение, 
как бы ‘растекание” ооплазмы, совершавшееся в течение нескольких 
Е. и приводившее к возникновению амебообразных форм (рис. 19). 
пая р щен оказался нечувствительным к цитохалазину» 
и то» непосредственно в растворе цитохалазина В или О (5 мкг/Мл 

сначала каплевидные моноподиальные формы и через не 
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Рис. 21. Адгезивность к субстрату яиц $. пиди; после обработки цитохалазином В с 
последующей отмывкой (Исаева, Чуриков, 1988а) 


Рис. 22. Амебоидная 
(2 мкгЛиг, 1 ч) 


подвижность ооцита $. пи@у$ в растворе цитохалазина О 


сколько часов — амебообразные формы с несколькими ”лобоподобиями” 
(рис. 20); доля тех и других форм составляла 5- 10% от числа обработанных 
яиц. После длительного пребывания в растворе цитохалазина О ооплазма 
каждого яйца принимала причудливую червеобразную форму (пример 
см. нарис. 20). 

Обработанные цитохалазином (2 и 5 мкг/мл) яйца без оболочки опло- 
дотворения отличались от интактных неоплодотворенных яиц адгезив- 
ностью — они прилипали к субстрату (рис. 21) и друг к другу, что свиде- 
тельствует об изменениях поверхности яиц и потере нормальной ригид- 
ности кортекса. На ’разжижение” ооплазмы яиц, обработанных цитоха- 
лазином, указывает также удлинение и уплощение ооплазмы, что наибо- 
лее наглядно проявляется в увеличении площади амебообразных форм 
по сравнению со сферическими (см. рис. 19). 

Ооциты морского ежа оказались более чувствительными к действию 
цитохалазина, чем зрелые яйца; сразу после обработки цитохалазином 
во всех концентрациях (начиная с 1 мкг/мл) и даже без отмывки от цито- 
халазина ооциты характерным образом вытягивались, приобретая капле- 
видную моноподиальную форму, причем ядро смещалось к ”переднему” 
концу, располагаясь у самой поверхности (см. рис. 22), и затем иногла 
выталкивалось. Более длительное (2-7 ч) пребывание ооцитов в раство- 
рах цитохалазина приводило К массовому возникновению типичных 
Форм, специфичных для каждого из двух примененных цитохалазинов. 
Цитохалазин В вызывал появление на поверхности ооцитов множества 
округлых протуберанцев, отделяющихся от основной массы ооплазмы 
(рис. 23,0). Обработка же цитохалазином Г вела к ”филоподиальной 
трансформации” ооцитов: возникновению филоподиальных отростков 
по всей поверхности клетки (рис. 23,6). Следует отметить, что использо- 
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Рис. 23, Типичная морфология осцитов х 
бации в растворе цитохалезина 
г — нитохалазин В (5 мкг/мл 


Рис, 25. Амебоихи 
‚ КИ цитохалазином 


ость протопласта зиготы во 


(5 мкг/мл, 20 ч) 


9 


иёих при длительной непрерывной инку- 


5ч); б = цитохалазин Ю ($ мкг/мл, 7 ч) 


Ё Рис. 24. Амебоидная . подвижность 
й: ооплазмы яйца Е. сотфаит (рода 
й: минфаллоидин) 


А 


поросли Ре|уе Ча чирНАИ после обработ 


ванный в этих опытах исходный раствор цитохалазина В или О при разве- 
дении до обычно применяемых концентраций (1 и 2 мкг/мл) оказывал 
типичное для цитохалазина В воздействие на культивируемые клетки 
(первичной мезенхимы морского ежа), вызывая быстрое втягивание, 
исчезновение клеточных отростков (филоподий и ламеллоподий). 

Подобная амебоидная подвижность ооплазмы в результате обработки 
цитохалазинами В или О обнаружена у неоплодотворенных яиц Есйто- 
саг4тат согаат. Применение родаминфаллоидина выявило обычную 
пля яиц этого вида диффузную флуоресценцию ооплазмы, несколько 
более интенсивную в псевдоподиальном выступе ооплазмы (рис. 24). 

Амебоидная подвижность ооплазмы наблюдалась иногда и у яиц бурой 
водоросли Реуена мие и, обработанных цитохалазином (рис. 25); о 
влиянии цитохалазина на полярность зародышей этой водоросли см. 
ниже. 

Таким образом, цитохалазин, хорошо известный и широко применяе- 
мый игибитор различных проявлений клеточной и субклеточной под- 
вижности, зависящей от структурной организации актиновых филамен- 
тов, может проявлять парадоксальный на первый взгляд эффект, индуци- 
руя как сократимость кортикального слоя и активацию яиц, так и аме- 
боидную подвижность яиц и абортивное дробление. Механизм действия 
цитохалазинов обусловлен, насколько известно, подавлением полиме- 
ризации актина путем значительного снижения ее скорости на быстро- 
растущем конце актиновых филаментов (Вопдег е{ а1., 1986; Соорег, 1987; 
Зиик!, Мтазы, 1991); кроме того, цитохалазин, по-видимому, прямо или 
косвенно способствует разрывам актиновых филаментов (Вопдег, Моозе- 
Кег, 1986; Вген, Содтап, 1986). 

Показано, что обработка цитохалазином нарушает нормальную органи- 
зацию кортикального цитоскелета яиц морского ежа (Вап2ва! е{ а|., 1980; 
ЭснаНеп, ЭсРанеп, 1981), ведет к уменьшению числа микрофиламентов и их 
укорочению в кортексе неоплодотворенных яиц, что выявлено окрашиванием 
родаминилфаллоидином (СИпе е{ а1., 1983). О нарушении нормальной 
организации кортекса неоплодотворенных яиц морского ежа цитохалази- 
ном свидетельствует и аберрантная морфология кортикального слоя 
обработанных яиц (ЗспаЦцеп, Зспа{еп, 1981). В неоплодотворенных яйцах 
морского ежа найдены все основные молекулярные компоненты акто- 
миозиновой сократительной системы, отсутствие же проявлений подвиж- 
ности до оплодотворения обусловлено образованием комплексов актина 
с актинсвязывающими белками (Капе, 1980, 1983; Нозоуа, Мабисы, 1984: 
МаБисН! е{ а1., 1985). Кейн показал на экстрактах яиц морского ежа нали- 
чие двух возможных состояний геля — ригидного структурного или же 
сократимого и их взаимопревращение в зависимости от соотношения 
молекулярных компонентов (Капе, 1980, 1983). 

Разрушение цитохалазином ригидной сети кортикального актинового 
цитоскелета допускает аберрантные проявления подвижности ооплазмы, 
не совместимые с нормальным развитием, а также контактные реакции 
клетка- клетка и клетка- субстрат, характерные для подвижных сомати- 
ческих клеток и в норме полностью отсутствующие у яиц. Вероятно, в 
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ярного актина возникают свободны! 
результате разрушения сети фи ея возможной реализация и 
концы актиновых филе» а в форме сокращения кортикальной цито- 
миозинового взаимодействия 
скелетной сети. ия яиц морского ежа, по данным Шеттена (Зена. 

Кортикальная реакии > 3 присутствии цитохалазина, не подавляясь 
{еп, 1982, 1984), То ьНоСтЬ к цитохалазину процесса сокра. 
нм. Найдена также нечув" имального полушария яиц Хепориз (СВед- 
ференциальная реакция клеток разных 
по-видимому, зависит от особенностей 

пап. 1986; Китара! е{ а|., 1986. 
органи о у У оораных яиц морского ежа о 
ВаШу е{ а!., а ты подавляет кортикальное сокращение, но и индуци- 
ее бразом высокое гидростатическое давление индуци- 
АЕ а лиц морского ежа (Вере е1 а|., 1983). В том и 
ть как мы полагаем, именно частичное разрушение ригидно- 
го цитоскелетного комплекса с разрывами актиновых филаментов 
обеспечивает возможность функционирования актомиозинового комп: 
лекса как сократительной системы. Поэтому нечувствительность корти- 
кального сокращения к действию цитохалазина у яиц Хепори$з, Как нам 
кажется, не дает достаточных основании для предположения о независи- 
мости этого процесса от актиновых филаментов (Свизепзеп, Мешам, 
1982). С другой стороны, описан эффект стимуляции цитохалазином 
процесса экзоцитоза у клеток желудка крыс (Р1уасва{игамат е! а1., 1986), 
который можно считать сходным с индукцией кортикальнои реакции, т.е. 
экзоцитоза кортикальных гранул воздействием цитохалазина на неопло- 
дотворенные яйца морского ежа. 

Как активация, так и амебоидная подвижность яиц морского ежа и 
яиц или ооцитов некоторых других животных могут быть вызваны 
самыми разнообразными физическими и химическими факторами, 
общность механизма воздействия которых заключается лишь в поврех’ 
дении кортекса яиц (Вильсон, 1936; ЛазЁ, 1939; Нагуеу, 1956; Кебпип, 1975; 
Саной, ЕсКБегр, 1986). Нормальное развитие после искусственной актив?" 
ции яиц наблюдается относительно редко, в большинстве случаев дроб' 
ление аберрантно и быстро блокируется, иногда активация проявляется 
лишь в отделении оболочки оплодотворения без последующего дробле 
ры. В обширных и частично совпадающих списках агентов, активиру® 
ме: ЯЙЦА и индуцирующих их амебоидность, цитохалазин отсутствуе", 
ось морского ежа была индуцирована — 
т. же. лавлением (Магзапа, 1939), которое и 
о и кортикального цитоскелета, и 

с мебояцная по ИДНуЮ ПОДВИЖНОСТЬ ЯИЦ (Вере еЁа!., 1 - д 
сан СО АИ Авторами движность яиц морского ежа сходна 
Практически все опи : Ею та ПАЗ ыы 15 
типы амебоидной по ее Е (ВеЪвип, 1975) у оощитов р ре 
подвижности; такого 00; аблюдали и мы как варианты 

го рода амебоидность может быть вызвана Са 


{епзеп, Меглат, 
типов на действие Цит 


разнообразными воздействиями, Другой ингибитор опосредованных 
микрофиламентами процессов, латрункулин, вызывает ”псевдодробле- 
ние” осемененных яиц мыши (ЗспаЦеп е! а1., 1986), по существу амебоид- 
ную подвижность их. Описано псевдодробление ооцитов мыши (разделе- 
ние на ядерный и безъядерный фрагменты) при воздействии цитохалази- 
на (\Маззагтап е{ а1., 1977). Быстрый тип амебоидной полвижности яиц 
морского ежа часто ведет к аберрантному дроблению или фрагментации. 
Каки цитотомия, быстрая амебоидная подвижность блокируется цитоха- 
лазином, что показано на ооцитах 5р1зща (КеБпил, 1975; Сато!, ЕсКЪеге 
1986) и нами на яйцах морского ежа. Вероятно, амебоидная ПОДВИЖНОСТЬ, 
как и цитотомия, зависит от функционирования актиновых филаментов. 
Однако неорганизованная амебоидная подвижность яиц, как правило не 
совместима с нормальным развитием, отличаясь тем самым от регулируе- 
мого локализованного сокращения кортекса при ооплазматической сег- 
регации и делениях дробления. 

Помимо кортикального сокращения и последующей амебоидной 
подвижности у обработанных цитохалазином яиц найден еще один тип 
подвижности — медленной, нечувствительной к действию цитохалазина. 
Этот последний тип подвижности сравним & наблюдаемым у фиброблас- 
тов и фибробластоподобных клеток п уЙго распластыванием и арбориза- 
цией в присутствии цитохалазина (Сгоор, НоНхег, 1975; Блиох и др., МепКо 
е{ а1., 1983; Вген, бо4тап, 1986). Как и арборизация фибробластов, мед- 
ленная подвижность яиц морского ежа, вероятно, не зависит от функцио- 
нирования актиновых филаментов. Поскольку в яйце морского ежа 
промежуточные филаменты, играющие ведущую роль в арборизации 
фибробластов (МепКо е! а1., 1983), не выявлены, медленное ”растекание” 
ооплазмы, возможно, зависит от аберрантного функционирования систе- 
мы микротрубочек. 

Большая чувствительность ооцитов к воздействию цитохалазина по 
сравнению со зрелыми яйцами, вероятно, обусловлена недоразвитием 
ригидного кортикального цитоскелета. Необычные черты морфологии 
поверхности ооцитов, обработанных цитохалазином В или О, свидетель- 
ствуют как о специфике эффекта каждого из двух примененных цито- 
халазинов, так и об особенностях морфофункциональной организации 
кортикального цитоскелета ооцитов сравнительно со зрелыми яйцами - 
подобно тому, как особенности реакции на цитохалазин поверхности 
борозды дробления яйца морского ежа (051, Уопеда, 1989) свидетельст- 
вуют об отличиях этой поверхности от остального кортекса яйца (см. 
гл. П). Поляризованное по анимально-вегетативной оси ооцита морской 
звезды сокращение со смещением ядра к самой поверхности анималь- 
ного полюса при действии ионофора А 23187 описано Шредером (5свгое- 
ег, 1985); оно сходно как со смещением ядра обработанных цитохалази- 
ном ооцитов в наших опытах, так и с псевдодроблением ооцитов мыши 
(разделением их на ядерный и безъядерный фрагменты) в растворе 
цитохалазина (М аззагтап е{ а1., 1977). В последних двух случаях прояв- 
ляется уже рассмотренный выше парадоксальный эффект цитохалазина 
как агента, индуцирующего сократительную активность кортекса. 


ее 7 ОРОСЛИ 
«ЦИИ ЗИГОТ БУРОЙ ВОД 
[ ПОЛЯРИЗА. *, | ОХАЛАЗИНА 
НАРУШЕНИЯ 1 РСНТИ: ЭФФЕКТ ЦИТ 
РЕГУБИА МЕН 
периментального воздействия на пер- 


| минации . 
„елность яйца и зародыша в Е Ге Е ( и 
вичную полярность нии ЗиГот фукоидных буры > р ДЫ 
ляется при ния яйца или споры растений обусловлена 
Риси$ И рауейа). > пизациеЙ апикально-базальных осевых разли- 
возникновением и ста не развития в основную ось дефинитивной 
чий, транслируемых В ” поавимо с поляризацией яиц животных 
формы, что и Оцанапо е! а1., 1985; Типап, 1985). Однако в отли: 
(Вгач1еу, Коло, и 6 ‚ых водорослей семейства фукусовых яйцо и 
чие от яиц животных у м гамет аполярны, обладая сферической 
зигота а апикально-базальной оси детерминируется в 
симметрией. 210? 
течение нескольки 


х часов после оплодотворения в зависимости от гра- 
диента освещенности или иных 


С 
Уникальная возможность эк 


градиентов я среды Ее 

| 4. 1984). Ориентация оси поля- 
Олайгапо, 1974, 197%; вы но зиготы становит- 
Аи и необратимой. Поэтому зиготы фукусо- 
С И ‘модель для исследования меха- 

пставляют собой незаменимую модель для исслед о 
ее о оао клетки. Одно из самых ранних проявлений 
низмов поляр т к Не 

изации зиготы фукусовых — генерация электрического. т 
оо облавы пани тродваряющим будущую морфологическую 
полярность зародыша (МиссцеШ, 1978, 1983, 1984). Вслед за тем о ее 
вляются сегрегация клеточных органоидов, синтез, векторизован: > 
транспорт и локализованная на полюсе будущего ризоида т 
сульфатированного полисахарида, фукоидина (Оцафапо, 1972, =. 
Вгамеу, Оца{апо, 1979; Оца{гапо её а|., 1985). Примерно через 20 ч по - 
оплодотворения поляризованная зигота делится на две качественн 
различные клетки с разной судьбой в развитии: клетку ризоида (с на: 
чавшим отрастать еще до первого деления зачатком ризоида) и клетку 
будущего таллома. 

Цитохалазины полностью (но обратимо) подавляют и морфологичес 
кую экспрессию поляризации зиготы (№ е1соп, ЗаЙе, 1973; Оцанапо, 1973), и 
такие проявления. полярности, как генерация электрического тока 
(Вга\йеу, Ворот, 1985), направленный транспорт фукоидина Е 
Оцагапо, 1979; Оцайгапо е! 81. 1985). Результаты этих исследовании 
лействия цитохалазина на зиготы Рисиз @вшение и Рейена Газнениа сви 
детельствуют о существенной роли фибриллярного актина в становлении 
полярности зигот фукусовых водорослей. 


В данной работе воздействие цитохалазином В (Исаева, 19906) или О #8 
ЗИГОТЫ Ремейа ипны и 


спользовано не для полного подавления поляри 

ЗВЦИИ ЗиГот, НО © целью нарушения ее нормального униполярного паттер 

на, индукция развития зародышей с двумя и более ризоидами, 1. 

мар и мультиполярных форм. Необходимо отметить, о 

ти. =‘ “Х при развитии зародышей в морской воде не о а 
| ЛНОгО случая возникновения биполярных или мультипо 
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Рис. 26. Зародыши водоросли Ре]уена мис НЕ 
а — контроль; 6, в — после обработки цитохалазином В 


ных форм, т.е. зародышей с ризодами, локализованными на противопо- 
ложных или значительно отстоящих друг от друга полюсах зиготы. 

У зигот, обрабатываемых раствором цитохалазина В или О (5 мкг/мл) в 
течение 20 ч, к концу периода обработки, еще до отмывки от цитохалази- 
на, часто начиналось отрастание ризоида, у многих зигот происходило 
и первое деление дробления, хотя оба события обычно оказывались 
несколько задержанными по сравнению с контролем. 

Биполярные ‘зародыши изредка (менее 1% 
через 24—30 ч после начала опыта (т.е. 
зина) на двуклеточной стадии развития. В этих случаях отрастание 
ризоида начиналось одновременно на двух противоположных полюсах 
зиготы, в отличие от нормального униполярного образования ризоида 
(рис. 26,а,в). В результате первого деления биполярной зиготы возникал 
зародыш, состоящий из двух зеркально симметричных ризоидных кле- 
ток, тогда как в норме двуклеточный зародыш образован морфологичес- 
ки и функционально различными клетками будущего таллома: и будуще- 
го ризоида. На этой же стадии развития у обработанных цитохалазином 
зародышей заметно значительно более частое по сравнению с контролем 
появление двух ризоидов на одном и том же полюсе (рис. 26,6). 

Нередко дополнительные ризоиды появлялись позже первого, так что 
доля биполярных и мультиполярных зародышей возрастала по мере их 
развития, достигая 21,4% у 10-суточных зародышей (см.: Исаева, 19906). 
ее Ор ноет формы зроршей, развиувющихся 

и | : тИПИчЧНая униполярная форма 
(а); униполярная с двумя ризоидами (6); биполярная форма с ризоида- 
ми, локализованными на противоположных полюсах зародыша (а): 


зигот) были заметны уже 
вскоре после удаления цитохала- 
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Рис. 27. Паттерны поляризации заро- 
---” — дышей Р. миемМи после воздействия 
цитохалазином (4 сут) 

в — униполярная форма в одним 
ризоидом; б — униполярная форма © 
двумя ризоидами, в, г — варнанты 

2 Они, биполярных форм 


ё 


биполярный зародыш с ризоидами, локализованными под углом, бли? 
ким к 90° (2). 

Среди контрольных зародышей при постоянстве униполярного паттер" 
на помимо типичных форм с единственным прямым неветвящимся ризо" 
дом были весьма обычны формы с многолопастным расчлененным» . 
позже разветвленным ризоидом, встречались и зародыши с двумя ризо" 


х атип иЧныХ 
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Рис. 28. Зародыши Р. ми ВИ после обработки цитохалазином (6 сут) 

а — униполярная форма с одним ризоидом; б — униполярный зародыш с тремя ри- 
зоидами; е — униполярный зародыш с ветвящимся ризоидом; г — биполярный заро- 
дыш 


4 


Рис. 29. Нарушения поляризации зародышей Р. миёМИ, вызванные воздействием ши 
тохалазина (10 сут) 


_ @, 6 — биполярные формы; в — мультиполярный эвродыш; г — униполярный з* о- 
дыш с несколькими ризоидами | 


3. Исаева В.В. 


о зо 


пеми» развившийся из амебоидного про- 


изои 
дыш с тремя р 
обработки цитохалазином (6 сут) 


рис. 30. Биполярный заро 
топласта Р, НИВА после 


енно возрастала, тогда как доля типичных 

- зародышей в ходе развития снижалась через 10 сут до 15,7% 
униполярных зе оличественные различия не дают исчерпывающего 
(см: Исаева, ан на паттерн поляризации зигот Р. мир}. 
И ем и мультиполярные формы (см. рис. 27,в,г; 
о д отсутствуют в контроле. Кроме того, после 
А.  цитохалазином среди униполярных форм Бета рретьа 
не только с двумя (что встречается и в контроле), но также с ризои- 
дами, локализованными на одном полюсе (рис. 28,6, 292). и 

Зародыши с лапчатым, рано ветвящимся ризоидом (рис. 28,6), по-види: 
мому, представляют собой вариант нормального развития Р. мирНы, 
однако действие цитохалазина ведет к значительному возрастанию доли 
таких зародышей, У 4-10-суточных би- и мультиполярных зародышеи 
(см. рис. 27-29) длина ризоидов, как правило, различна и притом значи" 
тельно меньше по сравнению с длиной ризоида нормальных униполярных 
зародышей, особенно через 10 сут. Это свидетельствует и о более позднем 
появлении дополнительных ризоидов, и об общей задержке развития 
мультиполярных форм относительно униполярных. 

В нескольких случаях после обработки цитохалазином стенка зиготы 
оказалась разрушенной, а протопласт = лежащим вне оболочки зиготы И 
способным к амебоидной подвижности (см. рис. 25). Впоследствии форма 
протопласта стабилизировалась (вероятно, в результате отделения ново" 
оболочки) И зародыш необычной червеобразной формы развивался, 
образуя ризоиды, локализованные на противоположных концах удлине!" 
ного протопласта (рис. 30). | 
р ры на зиготы бурой водоросли ов 
м зния апикально-базальной полярности в’, 

° появление би- и мультиполярных форм с ризоидами, локализованн” 
ми на разных полюсах зародыша, т.е, нарушения нормального УНИПОЛЯР 
сот паттерна зигот и зародышей, а также существенное возрастание 
вре контролем лоли униполярных форм с многолон< ь 

ящимся ризоидом и доли форм с двумя и большим числом ризоидо” 


| ыы рядом на олном и том же полюсе зародыша. 


униполярных форм существ 


Для эффективного полного (хотя и обратимого) подавления поляри- 
зации зигот фукусовых водорослей требуется действие цитохалазина 
высокой концентрации: 50-100 мкг/мл (Ме[5оп, ЛаЙе, 1973; Оцайгапо, 1973; 
Вгтазеу, Вобпзоп, 1985). Нарушения поляризации зигот Реуейа ий 
были вызваны применением цитохалазина относительно низкой концент- 
рации (5 мкг/мл), близкой к используемым для обработки клеток живот- 
ных, однако воздействие длилось в течение 20 ч, причем лишь замедляя, 
но не подавляя полностью отрастание ризоида и деление зиготы. Лля 
экспериментального нарушения процессов поляризации у грибов: в 
гаметангиях АПотусе$ (Типап, Опа, 1987) и при прорастании спор Огошу- 
се; (ТисКег е{ а1., 1986) — также потребовалось длительное действие высо- 
ких концентраций цитохалазина, что необходимо и для подавления тока 
цитоплазмы в соматических клетках зеленой водоросли Спага (№о{5пазе! 
е{ а|., 1981). По-видимому, клетки водорослей и грибов значительно 
менее чувствительны к действию этого ингибитора по сравнению с клет- 
ками животных, по крайней мере соматическими. 

В контрольных опытах при развитии зигот Р. нией в растворе диме- 
тилсульфоксида той же концентрации, что и вносимая при обработке 
цитохалазином, не найдено нарушений нормальной униполярной органи- 
зации зародышей. По данным исследований наЕ. @15$Исвиц$ и Р. {азирлайа 
диметилсульфоксид, примененный в несколько более высоких концент- 
рациях, но при менее длительном воздействии, не влиял ни на поляриза- 
цию зигот, ни на динамику процесса (Ме!зоп, ]аЙе, 1973; Оцаапо, 1973). 
Поскольку возможен антимикротрубочковый эффект диметилсульфок- 
сида при использовании его в значительно более высокой концентрации 
(Тицап, Ота, 1987) сравнительно с примененной в опытах на Р. мпенш, 
уместно отметить, что Кватрано не обнаружил подавления поляризации 
зигот у Е. @5Нсви$ при действии классического антимикротрубочкового 
агента — колхицина (Оцакапо, 1973). 

Нарушения поляризации зигот Р.`ми?ШИ, по всей вероятности, обу- 
словлены эффектом цитохалазина — разрушением организации системы 
актиновых филаментов (см. выше). Система актиновых филаментов - 
необходимый компонент цитоскелета растительных клеток: грибов 
(ТисКег е{ а|., 1986), зеленых водорослей (Мовпаре! е{ а|., 1981; Зпее е{ 
а]., 1984; Мепге], 1986), сосудистых растений (Ра(пазага Ву е| а1., 1985; 
Поуд, 1988). При поляризации зиготы фукусовых фибриллярный актин, 
выявляемый применением родаминфаллоидина, концентрируется У 
полюса ризоида, и это поляризованное распределение актина нарушается 
при воздействии цитохалазином (Вгамеу, Вопзоп, 1985). Эксперимен- 
тальные исследования поляризации зигот фукуса и пельвеции привели к 
заключению о существенной (если не ключевой) роли фибриллярного 
актина в поляризации зиготы (Оцафапо, 1978; Маа!апа, 1984; Вгамеу, 
Во пзоп, 1985). 

Поскольку процесс поляризации зиготы вовлекает каскад различных 
событий, экспериментальные влияния на другие звенья этой цепи также 
могут вызвать нарущения униполярного паттериа. Появление биполяр- 
ных, иногда и триполярных зародышей отмечено после воздействия на 
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кой средой (Кизет, 1906), освещением 
зиготы фУКУСОВЫХ Г пленными пучками поляризованного света (Зайе, 
противоположно иены ризоиды возникали У полиспермных 
1956); изредка Дото 

| ‚ 1987). 
зигот (ВтамПеу, | 

Усиление ветвления ры 
роятно, обусловлено нарушени 


потоничес 


в после обработки цитохалазином, ве. 
нормальной организации сети акти. 

| наиболее плотной на вершине ЕВ ЩО ризоида 
новых филаментов, 85) и, вероятно, выполняющей существенные морфо. 
(Вгамтеу, КоБлзот, 1985) и и удлинении ризоида. Сходным образом 
генетические функции и и ‘звала появление многолопастных, раз- 
обработка цитохалазином вВЬ спор Оготусе$ (ТисКег её а1., 1986). 


| при прорастании }: : 
ВЕТ СТ ые и наши экспериментальные данные 
Таким 009раз0м, 


| векой кции кортикального актино- 
свидетельствуют О и > ооофологии яйца и зародыша. 
вого цитоскелета в ет фибриллярного актина, вероятно, играет 
Поляризация Е и поддержании морфофункциональной 
а клетки, ее осевого паттерна, детерминирующего 


и осевую анизотропию эмбриогенеза. 


ЦИТОСКЕЛЕТ ЯЙЦА КАК ГЛОБАЛЬНЫЙ 
МОРФОГЕНЕТИЧЕСКИЙ ДЕТЕРМИНАНТ ПРОМОРФОЛОГИИ 


Для понимания структурных осиов стабильности оосплазматической 
локализации, ригидности кортекса и совместимости ее со столь ярким 
проявлением подвижности, как образование борозд дробления, необхо- 
димо сопоставление данных об организации кортикального слоя и всей 
клеточной поверхности половых и соматических клеток. Исследования 
на соматических клетках выявляют морфофункциональное единство 
плазматической мембраны и кортикального цитоскелета, ”заякорива- 
ние” рецепторов клеточной поверхности актиновыми филаментами ( 
включением промежуточных молекулярных звеньев) и трансмембран: 
ное связывание внеклеточных лигандных молекул с цитоскелетом через 
интегральные белки плазматической мембраны. Важнейшую роль в 
кортикальном цитоскелете играет актин, обеспечивающий в комплексе с 
другими белками как поддержание клеточной формы (собственно цито 
скелетную функцию), так и многообразные проявления клеточной и 
субклеточной подвижности, Морфологические черты наружной поверх: 
ности с микроворсинками у зиготы морского ежа стабильны в ходе 
раннего дробления и отличают внешнюю поверхность (старый” кортекс 
м И 
авебЖНОЙ. аи ыы ми (Иорегь Мегсег, 1963; СавакК, В 

ее руг! Вы также характеризуется микр а 
синками либо сходными поверхностными образованиями (брекзп ег © 
а|., 1989, см. также ссылки в начале главы). 
те ортеКСя © микроворсинками по всей поверхности набли 

х клеточных типов при митотическом делений 
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связана с активным переходом к сферической форме; подобная же 
организация кортикального цитоскелета с параллельными пучками 
актиновых филаментов в микроворсинках и кортикальным терминаль- 
ным сплетением филаментов характерна для апикальной поверхности 
многих эпителиальных клеток. Такого рода ригидные кортикальные 
структуры с гелеподобной сетью актиновых филаментов, по-видимому, 
обеспечивают пространственную неоднородность распределения субкле- 
точных компонентов цитоплазмы, мембранных рецепторов, фиксацию и 
поддержание клеточной формы, т.е. пространственную память клетки. 

Вероятно, локализованный в кортикальном слое яйца и зиготы комп- 
лекс актина с актинсвязывающими белками выполняет важную морфо- 
генетическую функцию, механохимически фиксируя неоднородно рас- 
пределенные в ооплазме органоиды и макромолекулы, в том числе и 
вероятные носители морфогенетической информации, прежде всего’ 
информационные РНК (см. приведенные выше ссылки, а также: Исаева, 
1982, 1984; Исаева, Преснов, 1990а). Неоднородное распределение ооплаз- 
матических детерминантов, в свою очередь, создает систему координат, 
”регуляторную архитектуру” яйца и зародыша, обеспечивающую прост- 
ранственную регуляцию дифференциальной активности генов в эмбрио- 
генезе (Рам 5оп, 1986, 1987). Количественная или качественная нерав- 
номерность распределения в кортексе белков цитоскелета и сама по себе 
может определять различную судьбу кортекса, например преформируя 
место будущей инвагинации или иммиграции клеток при гаструляции. 
Такова роль миоплазмы яиц асцидий (уеПету, 1990а№). 

Эти представления послужили основой для изображенной на рис. 31 
схемы строения кортикального актинового цитоскелета яиц, Высоко- 
упорядоченная анизотропная структура кортикального слоя, обуслов- 
ленная связыванием субклеточных органоидов и макромолекулярных 
комплексов цитоскелетной сетью фибриллярного актина — общая черта 
пространственной организации любой яйцеклетки. Кортикальные микро- 
трубочки и промежуточные филаменты, насколько известно, не пред- 
ставляют собой обязательные структуры яйцевой клетки. Помимо цито- 
скелетных элементов в кортексе яиц морского ежа (Тегазак1, ТаНе, 1991; 
Тегазаку, Загдев, 1991) и моллюска Маззагииз (ЗреКзпИаег её а[., 1989) обна- 
ружена связная, регулярно организованная эндоплазматическая сеть, 
ассоциированная с рибосомами (Заг4еф, 1984; Тегазак!, ЗагЧе!, 1991) и 
реорганизующаяся при оплодотворении яиц морского ежа с освобожде- 
нием ионов кальция. 

Важную роль в стабилизации и иммобилизации кортикального цито- 
скелета яйца играют надмембранные компоненты яйцевых оболочек. 
Вероятно, роль надмембранных яйцевых оболочек не сводится к обще- 
принятой функции защиты яйца от полиспермии и подвреждающих 
внешних: воздействий, но существенна также для стабилизации плазма- 
тической мембраны и кортикального слоя. 

Исследования поляризации Яиц различных организмов привели к 
заключению, что анизотропия распределения фибриллярного актина в 
яйце — результат поляризованного сокращения кортикальной цитоске- 
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Рис. 31. Схема организации кортикального слоя яйца (Дроздов и др., 1987) 


летной сети с сопутствующим пассивным перемещением всех связанных 
этой сетью мембранных органоидов и РНК, что приводит в итоге к поля- 
ризации их распределения, как и распределения микроворсинок и 
рецепторов поверхности (Спиз{епзеп еЁ а1., 1984; ЛеПегу е{ а|., 1984; ЗеПету, 
1985, 1990а.5; Вгамеу, Вотзоп, 1985; ЕзлеЙ е{ а|., 1985; ЗЫпии, 1986; 
Еегпапде2 е1 а]., 1987; Замада, 1988). Замечательный параллелизм между 
поляризованным сокращением кортикальной цитоскелетной сети в ходе 
ооплазматической сегрегации и перераспределением субклеточных 
структур, наиболее наглядно выявленный в яйцах кольчатых червей и 
асцидий, свидетельствует о том, что опорно-двигательная система клетки 
с характерной для нее двойственностью функций обеспечивает в яйце 
как фиксацию морфогенетических детерминантов, так и их перераспре- 
деление при ооплазматической сегрегации. 

Процесс поляризации яиц обычно подавляется цитохалазинами — 
ингибиторами различных проявлений клеточной и субклеточной под- 
вижности, зависящей от структурной организации системы актиновых 
филаментов, что свидетельствует о ведущей роли актиновых филамен- 
тов в процессе поляризации яиц различных организмов (см. ссылки в 
цитированных выше работах). Свидетельством участия актомиозинового 
комплекса в генерации силы при поляризованном сокращении корти- 
оч слоя яиц служит подавление этого сокращения связанным с 
№этилмалеимидом тяжелым меромиозином в яйцах Хепориз (Сп {епзеп 
е1 21., 1984; Еззе! е{ а1., 1985) и ТибШех (Зыпихи, 1985). Актомиозиновый 
механизм сокращения кортекса яиц Хепориз подтверждается и потерей 
сократимости после экстракции миозина с ее восстановлением при 
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добавлении экзогенного миозина (Сначепзеп е{ а|., 1984). Данные о 
поляризованном распределении фибриллярного актина вдоль анималь- 
но-вегетативной оси яиц различных животных, а также о сопряженности 
поляризованного сокращения кортикальной сети актиновых филаментов 
яйца с перераспределением связанных этой сетью морфогенетических 
детерминантов приводят к заключению о функционировании опорно- 
двигательной системы яйцевой клетки в качестве глобального детер- 
минанта проморфологии яйца. Поляризованное сокращение кортикально- 
го слоя, направленное к месту проникновения спермия и сопряженное 
с установлением дорсовентральной полярности, обнаружено в яйцах 
асцидий и шпорцевой лягушки (0ЬЪе]15 е{ а|., 1983; ТеМегу е{ а1., 1984; 
Замада, Озапат, 1985). 

Разумеется, становление и поддержание анизотропии ооплазмы, что 
детерминирует, в свою очередь, осевой паттерн яйца и зародыша, опре- 
деляется морфофункциональной организацией всего интегрированного 
цитоскелета яйца, а не только лишь кортикальной сети актиновых 
филаментов. Уже были приведены сведения о направляющей поляриза- 
цию яйца функции системы микротрубочек. Чрезвычайно интересны и 
важны данные о зависимости локализации транскриптов гена Ысо!а в 
оогенезе дрозофилы от функционирования системы микротрубочек 
(РокгумКа, З{ервепзоп, 1991). 

Исследования, проводимые на соматических клетках, ведут к понима- 
нию регулирующей и координирующей клеточный метаболизм (в част- 
ности, процессы трансляции, активность ряда энзимов) функции цитоске- 
лета, прежде всего системы актиновых филаментов (см.: ЗсШма, 1986). 
Нами выявлено поляризованное распределение фибриллярного актина в 
вителлогенных ооцитах некоторых иглокожих вдоль оси, определяемой 
местом прикрепления ооцита в яичнике. Вероятно, анизотропия распре- 
деления фибриллярного актина в ооцитах, задаваемая контактным 
взаимодействием ооцита со структурами яичника, в свою очередь, 
определяет морфофункциональную поляризованность яйцевой клетки, 
детерминирующую затем и осевую анизотропию будущего морфогенеза. 
Обработка цитохалазином зигот водоросли Ре]уена в период детермина- 
ции апикально-базальной полярности приводила к нарушению нормаль- 
ного униполярного паттерна: возникновению биполярных и мультипо- 
лярных форм с ризодами, локализованными на разных полюсах зароды- 
ша. Таким образом, экспериментальные данные и литературные сведения 
позволяют обосновать предположение о важнейшей морфогенетической 
функции кортикальной сети актиновых филаментов в детерминации 
осевой анизотропии яйца и проморфологии будущего зародыша, 

Должно быть, актин играет центральную мультифункциональную роль в 
кортикальном опорно-сократительном комплексе, обеспечивая как 
поддержание формы и гетерогенности распределения компонентов 
мембраны и кортекса, т.е. пространственную память зиготы, так и прояв- 
о оо о 
| | рения коррелирует с 
изменениями состояния актина. Выполнение всех этих ролей одним 
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Глава | 
МОРФОГЕНЕТИЧЕСКИЕ ПРОЦЕССЫ В ХОДЕ ДРОБЛЕНИЯ 


СЕГРЕГАЦИЯ МОРФОГЕНЕТИЧЕСКОГО ПОТЕНЦИАЛА ЗИГОТЫ 
И ПРОСТРАНСТВЕННАЯ ОРГАНИЗАЦИЯ ЛРОБЛЕНИЯ 


В предложенной впервые Морганом (Мограп, 1934) и развитой Дэвидсо- 
ном (Пау!4зоп, 1986, 1987) современной концепции лифференциальной 
активности генома клеток различных регионов зародыша с последующей 
цитолифференциацией необхолимым условием реализации является 
сегрегация ооплазматических различий в ходе дробления яйца. Про- 
странственный паттерн дифференциальной экспрессии генов в клетках 
различных линий зародыша определяется взаимодействием специфичес- 
ких регуляторных белков — продуктов регуляторных генов, транскриби- 
руемых в ходе оогенеза, — с генами-мишенями ядер зародыша, как это 
показано на дрозофиле (Опеуег, Миз$ет-Усвага, 1989; З4гаве е{ а[., 1989; 
№5 ет-Уопага, 1991). Анизотропия распределения в ооплазме белковых 
продуктов генов, детерминирующих осевой паттерн развивающегося 
организма, определяет и дифференциальное программирование экспрес- 
сии генома ядер зародыша дрозофилы: белки-морфогены перемещаются в 
соответствующих регионах зародыша из ооплазмы в ядра (М1одак, 
Сепитр, 1987; Во е{ а|., 1989; Меман, 1989; М5 ет-Уо\ага, 1991). У 
раннего зародыща прозофилы включается каскал взаимодействий мате- 
ринских и зиготических генов, детерминирующих пространственную 
организацию личинки (5со{, О’Еагге!, 1986; Тисоке, 1991; Вау её а\., 1991). 
Однако стратегия раннего развития дрозофилы с сохранением синцити- 
альности зиготы ло 13-го цикла ядерных делений существенно отличает- 
ся от таковой у животных с полным лроблением ооплазмы, 

При полном дроблении яйцеклетки становятся возможны межбласто- 
мерные взаимодействия (рассматриваемые ниже), в разной мере реализу- 
емые у различных групп животных с более или менее ранних стадий 
развития. Жесткая детерминация судьбы бластомеров в развитии и 
строгая преемственность региональных различий ооплазмы, маркируе- 
мых естественным или искусственным образом, наиболее характерны 
лля типа развития, соответственно именуемого детерминированным нли 
мозаичным. - 

Помимо вошедших в классику исследований с маркированием час- 
тей яйца и зародыша, удалением или умерщвлением бластомеров 
немало и недавних Подобных работ, в частности, по картированию 
сульбы частей зародыша и прослеживанию линий в развитии с примене- 
нием современных методов исследований (примеры таких работ на 
нематодах: 5и${оп е| а|., 1983; Сомап, Мецозев, 1985; ЗсШегепЪеге, 1986; 
на дрозофиле: Тесппаи, 1987; на асцилиях: №5Н9а, 1987; Уепий, ЛеЙегу, 
1989). При мозаичном типе развития ранняя, относительно автономная 
детерминация сульбы отдельных бластомеров зависит от распрелеления 


чт 


обления и локализации В Ане каждого ОЛластомры 
специфического набора продуктов ия, А наиболее 

У животных с регулятивным типом Са т : Мбриональных клеток 
иоБлвдовН морской 6» В ТИ о, теониские факторы, и 
существенны и локализованные в ооплазме матер а Е т 
межбластомерные взаимодействия, обеспечивающие возмож эмбри- 
ональных регуляций (Ба\50п, 1987, 1989). Тем ыы менее о 
паттерн различий генной экспрессии в клетках эмбриона морского 
спрелеляется инвариантностью пространственной организации дрооле- 
ния, сегрегирующего ооплазму на пять ерВичНЫх доменов, затем даю- 
щих клеточные линии определенной локализации и заданной сульбы ь 
развитии (Оам@ оп, 1990; Сатегоп, Рау} д5ол, 1991). Как показано работами 
группы Лэвидсона, дифференциальная экспрессия генов в бластомерах 
различных клеточных линий зародыша морского ежа контролируется 
связыванием регуляторных белков с ЛНК. Ностепенно материнские 
транскрипты замещаются транскриптами генома зародыша, специфичны- 
ми для клеток различных линий (см.: Оа\195оп, 1989; Сатегоп, Бау!95оп, 
1991; Саспоп е{ а1., 1992). 

Как уже было рассмотрено в гл, Г, судьба частей дробящегося яйца мо- 
жет быть детерминирована разнообразными материнскими факторами, 
помимо непосредственно регулирующих транскрипцию генома белков. 
Эти факторы могут действовать на посттранскрипционном уровне путем 
регуляции трансляции, энзиматической активности, внутриклеточного и 
трансмембранного транспорта, затем уже опосредованно влияя на экс- 
прессию генома клеток различных регионов зародыша. Морфогенетичес- 
кими факторами могут быть и неравномерно распределенные в ооплазме 
готовые к функционированию структурные белки цитоскелета, энзимы, 
клеточные органоилы; цитоскелетный матрикс ооплазмы интегрирует и 
регулирует морфофункциональную организацию ооплазмы. Пример 
хорошо изученного мультифункционального цитоскелетного 
миоплазма (желтый серп) яйца асцидий — комплекс связанной с мембра- 
ной сети фибриллярного актина, промежуточных филаментов, митохонл- 
рии и других клеточных органоидов, специфический набор материнских 
информационных РНК. Отчетливая асимметрия васлекования зо 
ломена в ходе дробления детерминирует локальную судьбу Иры 
региона зародыша; удаление или повреждение миоплазмы Вы Вает Е 
глобальное нарушение эмбрионального развития, прелотв | и 
ляцию и осевой морфогенез (1еПег С ращая гастру- 

# | | ь у, 1990а,Ъ; ЗаМегу, $маПа, 1990). Подоб- 
ный мультифункциональный комплекс исследован и у рес 


кольча и. г 

оО Е и полярная плазма, асимметричная сегрегация 
эле дрооления детерминирует локальную и глобальную 

сульбу зародыша (5Ийши, 1988, 1989) | альную 


Значимость морфогенетической 


в ходе др 


дломена- 


известно, сущ ходе делений 
| ея - ‚ существенную пе ИКУ 
системы микротрубочек и актиновых филаментов, Как и и 
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цитотомийи клеток животных, при делениях пробления яйца морского 
ежа в области сократительного Кольца концентрируется фибриллярный 
актин, наблюдается и сопутствующее перераспрелеление белков актоми- 
озинового комплекса (Уопетига, КулозНИа, 1986; ЗсНтоедег, 1987; ЗсБгое- 
дег, ОНо, 1988; Уопетига е{ а|., 1991); эти перестройки кортикальной сети 
строго локальны и не затрагивают остальной поверхности лробящегося 
яйца. 

Отчетливые региональные морфофункциональные отличия поверхнос- 
ти борозды первого деления дробления яйца морского ежа выявлены 
воздействием цитохалазином (Ч;ш, Уопеда, 1989). Устойчивое поллержа- 
ние особенностей наружной поверхности бластомеров 8-клеточных 
зародышей морского ежа обнаружено даже после их диссоциации (УагакЬ, 
1984; Ме!5оп, Мау, 1988; Уагакт, Четига, 1989). У зародыша шпорцевой 
лягушки устойчиво поддерживаются отличия предсуществовавшей 
мембраны и вновь образуемой мембраны борозды дробления (Тейетоо е1 
а1., 1984); анизотропия распределения в ооплазме митохондрий, элемен- 
тов цитоскелета, региональная локализация антигенов сохраняются и в 
цитоплазме бластомеров (МуЦе ет а|., 1985; Майпоз, 1986). В яйцах Хепориз 
резкие отличия состояния мембранных компонентов анимального и 
вегетативного ломенов поддерживаются до стадии 32 бластомеров (0115 
е{ а|., 1984). Эти данные свидетельствуют о поддержании глобальной 
ригидности кортикального слоя и поверхности яйца, что ведет к сегрега- 
ции регионов ооплазмы с различными морфогенетическими потенциями 
в отдельные бластомеры или группы их. 

С другой стороны, влияние митотического аппарата наактиновый 
кортикальный цитоскелет вызывает не только локальное формирование 
сократительного кольца (Варрароги, 1985; Варрарой, Варрарог, 1985), но и 
морфогенетически значимые перемещения компонентов ооплазмы, т.е. 
ооплазматическую сегрегацию в ходе раннего дробления, что наидено у 
представителей немертин (Егеетап, 1978, 1979) и аннелид ($Ытигм, 1989). 
Ассиметрия расположения митотического веретена, зависящая от фикса- 
ции одного из полюсов веретена кортикальным цитоскелетом, обеспечи- 
вает количественную и качественную асимметрию деления в раннем 
дроблении морского ежа (Пал, 1984; Зергоедег, 1987), моллюска Зрузша 
(Пап, Но, 1984) и кольчатого червя ТибМех (ЗВ тиши, 1989). Вероятно, 
подобное взаимодействие системы микротрубочек с’ кортексом яйца 
контролирует и общий пространственный паттерн расположения веретен 
в ходе дробления, итем самым пространственную организацию различ- 
ных типов полного дробления. 

Неполное, поверхностное дробление дрозофилы имеет свои особеннос- 
ти связанной с митозами и цитотомией реорганизации цитоскелета: на 
ранних стадиях развития ядерные митозы не сопровождаются цитотоми- 
ей, цитоскелет обеспечивает миграцию ядер к поверхности яйца (см.: 
\агп, 1986; Найапака, ОКада, 1991а,Ъ), где в ходе 10-13 циклов деления в 
синцитальной бластодерме синхронно протекают митотические преобра- 
зования системы микротрубочек и функционирует интегрированная сеть 
сократительных колец актиновых филаментов; целлюляризация бласто- 
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Рис. 32. Нормальный паттерм раннего дробления зиготы Р. мир 


дермы завершается в 14-м цикле деления (см.: Магп, 1986; Кагг, АЪБен, 
1986). 

Итак, в ходе дробления зиготы не только воссоздается многоклеточ- 
ность развивающегося организма, но и осуществляется сегрегация 
морфогенетических потенций, наследуемых различными бластомерами и 
затем клеточными линиями. 

Подобная сегрегация морфогенетического потенциала происходит и у 
зигот растений — при всех отличиях развития растений и животных, Эти 
отличия существенны: как известно, дробление зиготы растений идет 
одновременно с ростом зародыша; раннее дробление создает зародыш, 
морфологически и функционально поляризованный по апикально-базаль- 
ной оси и сходный у представителей разных таксонов низших и высших 
растений. Механизм цитокинеза клеток растений тоже иной, чем у кле- 
ток животных: система микротрубочек веретена индуцирует формирова- 
ние фрагмопласта, преобразующегося в клеточную пластинку, которая 
становится затем перегородкой между дочерними клетками. Уже первое 
деление зиготы растений асимметрично, разделяя две клетки с разной 
судьбой в развитии. 

Асимметрия первого деления дробления наглядна у фукоидных 
водорослей. Так, в ходе нормального дробления зиготы РеуеНа ми? и, 
типичного для большинства представителей родов Еисиз и Ре]уена, 
плоскость первого деления дробления проходит перпендикулярно 
апикально-базальной оси зародыша, отделяя клетку с уже начавшим 
отрастать ризоидом от полушария клетки будущего таллома. Плоскость 
второго деления параллельна плоскости первого иеще раз отделяет 
клетку ризоида от остальной, большей части зародыша (рис. 32, а). Плос- 
кость третьего деления располагается вдоль апикально-базальной оси и 
делит надвое клетку будушего таллома (рис. 32, 6). В ходе лальнейшего 
дробления чередуются перпендикулярные и параллельные основной оси 
зародыша деления, что ведет к ортогональному взаимному положению 
пластинок деления и затем клеточных стенок. 
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Рис. 33. Деление сферической зиготы Р. мии после воздействия цитохалазином 


Рис. 34. Нарушения пространственной организации дробления зигот Р. нирЬ4И после 
обработки цитохалазином 


При исследовании влияния цитохалазина на осевой паттерн развиваю- 
щихся зигот бурой водоросли РеуеНна ми МИ были найдены и изменения 
характера раннего дробления. Поскольку уже первое деление зиготы у 
фукусовых водорослей асимметрично и разделяет зародыш на две 
морфофункционально различные клетки — клетку ризоида и клетку 
будущего таллома, экспериментальные модификации дробления цитоха- 
лазином дают возможность изучения морфогенетической функции 
раннего дробления фукусовых и участия фибриллярного актина в про- 
цессе деления растительных клеток. 

Обработка цитохалазином В и О ‘часто (примерно в половине случаев) 
нарушает нормальный паттерн дробления. Первое деление нередко 
осуществляется в еще сферической (рис. 33, а) или слегка вытянутой (рис. 
33, 6) зиготе до начала отрастания ризоида. В тех случаях, когда первое 
деление проходит после появления ризоида, плоскость деления часто 
оказывается расположенной по отношению к оси зародыша под углом, 
весьма далеким от прямого (рис. 34, а). Плоскости последующих делений 
дробления таких зигот ложатся перпендикулярно плоскости первого 
деления, создавая паттерн клеточных перегородок, косо пересекающих 
апикально-базальную ось зародыша. При одновременном появлении у 
обработанных цитохалазином зигот двух ризоидов на одном и том же 
полюсе плоскость первого деления иногда почти совпадает с основной 
осью зародыша (рис. 34, 6). У биполярных зародышей клеточная перего- 
родка первого деления иногда разделяет две зеркально-симметричные 
ризоидные клетки, чаще же отрастание ризоидов запаздывает, разделя- 
ются две клетки с не вполне явными признаками образования ризоидов 
на противоположных полюсах зародыша (см. рис. 33). При отсутствии 
полной симметрии расположения ризоидов геометрический паттерн 
клеточных делений в раннем дроблении оказывается нерегулярным 
(рис. 35). 


Итак, в ходе лробления зигот Рехеца, обработайных цитохалазино 


паблюцались нарушения нормального паттерна дробления: деление 
прелшествующее появлению зачстка ризоида, Ккосое положение плоскос- 


си деления, совпадение плоскости первого деления с апикально-базсл».- 
си осью зародыша. 

Иесмотря на отсутствие сократительного кольца актиновых филамен 
ов у пелящихся клеток растений, фибриллярный актин, по-випимом» 
выполняет существенную роль в детерминации положения плоскости; 
велзния (Моу@, Тгаа$, 1988; Шоуа, 1991аЪ). Данные об изменении иро- 
странственной организации дробления зигот Реуена мире! при обработке 
нитохалазином подтверждают результаты экспериментов Ллойла и Гриаса 
(Доуа, Тгааз, 1988) с переориентацией осевого паттерна деления культи 
пируемых клеток моркови воздеиствием цитохалазина, свидетельствуя 
с морфогенетической функции системы актиновых филаментов п петер 
‚иимации паттерна делений клеток растений. 

паглянная модель асимметричного деления в ходе дроблении» 
быть представлена на материале искусственно деформированных ли! 
морского ежа Згопру1осетто 5 пи@и$ (Исаева, Преснов, 1953; Июссно! 
Исаева, 1983, 1985). При этом сегрегация различных регионов ооплазьиы 
тиц морского ежа, лишенных естественных морфологических маркер! 
ооллазматической гетерогенности, может быть визуализирована геомет- 
рически необычной формой какого-либо участка поверхности зиготы, чи 
позволяет проследить его судьбу последовательно в ходе нескольких 
лелений дробления. 

На рис. 36 представлены последовательные стадии дробления олной и: 
леформированных зигот одноклеточной стадии (а) до бластулы (2), 
Наглядна точность передачи геометрической формы деформированного 
участка характерной формы, наследуемого после второго деления ироб 
ления одним из четырех бластомеров (рис. 36, 6) с послелующим стойкиь 
воспроизведением формы до стадии бластулы. 

Пругой случай дробления деформированной зиготы представлен на 
рис. 37. При первом делении проблелия деформированный участок 
наследуется одним из двух бластомеров (6), после второго деления это? 
маркер оказывается принадлежащим одному из четырех бластомеров {6} 
и после третьего — одному из восьми (2). Ни в одной из фаз митотическо: 
го деления не наблюдалось осферивания делящегося яйца или бластоме- 
оа: хотя в ходе митоза рельеф деформированной поверхности в какой-то 
мерс сглаживается, геометрическая форма в основных чертах сохраняег 
ся, более точно восстанавливаясь после завершения каждого деления. 

Устойчивость поддержания экспериментально полученных деформе 
ций зигот морского ежа 5. пийи; в ходе дробления визуализирует общую 
ригидность, ”замороженность” соплазмы в сочетании со строго локали” 
зованной подвижностью при цитотомии. Судьба отдельных регионо" 
яйца, маркированных необычной гсометрией поверхности, их наслело” 
вание на протяжении 6-7 последовательных циклов делений дробления 
моделируют асимметричное деление (при отсутствии каких-либо естсег 
венных маркеров ооплазматической гстерогенности). 
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Рис. 35. Аберрантный паттерн дробления 
биполярного зародыша Р, нирНЫЕ (обра- 
ботка цитохалазином) 


Рис. 36. Модель асимметричного дробления: деформированное в эксперименте яйцо 
5. пидиз от зиготы (а) до ранней бластулы (2) 


Рис. 37. Асимметричное дробление деформированной зиготы 5. пифиз с наследовани- 
“м деформации от зиготы (а) до бластулы (е) 
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Обработка цитохалазином яиц и зародышей необычной формы, приве 


ищая к их осфериванию, в то же время нарушает дальнейшее развитие. 


Контакт гамет морского ежа сопровожлается быстрой сушественной 
перестройкой структуры кортикального слоя яйцеклетки с формирона- 
нием мощного каркаса актиновых филаментов (см. выше); в тсячение 
нескольких первых минут после оплодотворения яиц морского ска 
появляется жесткий кортикальный цитоскелет, фиксирующий форму 
айцеклетки, сферическую в норме или экспериментально измененную. 
По появления жесткости кортикального слоя возможна ”пластическая” 
леформация яйцеклеток с максимальным выходом уплощенных ор 
пробления;, несколько позже, в процессе стабилизации кортикального 
слоя, остаются отлельные ”слабые” места в кортексе = именно в это 


время возможно массовое появление выступов у яйцеклеток. Еще позж 


жесткий кортикальный слой сформирован, при славливании он разрита- 


ется с возникновением трещин: ригилный кортеке успепию вынелняе 
ункцию механической защиты яйцеклетки -- доля цеформации резк. 
пьлает (Нсаева, Преснов, 1983). 

Таким образом, механические деформации яиц морского ежа в периол 
формирования ригилного Кортикального иитоскелета ведут к появлению 
геометрически необычных форм яиц. Аберрантная форма лиц ресьма 
гочно поддерживается в ходе пробления ло перехода к сталии срелней 
бластулы, т.е. в течение первых 5-6 ч развития, на протяжении 6-7 
последовательных циклов клеточных делений, формы яица и зарольниа 
‘замерэжена”. Проведентые ранее экспериментально-омбриологически 
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паооты свидетельствуют о значительнои ригидности обплазмы оплол. 

творенных яиц морского е‘ха, Вытянутые временным пребыванием ! 
`апилляре (МафаН, 1933) или центрифугированием (Нагусу, 1956: Ибеиа: 
13, 1973) и сразу же оплодотворенные яйцеклетки морского ежа сохр 
чяот свою вытянутую форму в ходе дробления, тогда как неоплолотво- 
ренчые яйцеклетки приобретают прежнюю сферическую форму. Обработ- 
ха иитохалазином В в первые 1-6 мин после оссменения вызвала массо- 
вое появление выступов у яйцеклеток морского ежа; необычная Форма 
сохранялась ло гаструляции и влияла на характер дробления (ВапунаЕ с! 
21., 1980). Такое действие цитохалазина наряду с эффектом осферилания 
пеформирсванных зародышей $. пиЙи$ после обработки цитохалазином 
спидетельствуст о необходимости интактного актинового иитоскелете 
пробяицейся яйнеклетки лия поддержания формы раннего зарольния 
морского ежа, сферической в норме или экспериментально леформиро- 
ваняои, 

Питоскелет зиготы, играя существенную роль в детерминации формы 
раннего эмбриона, выполняет значительно более важную морфогенсти- 
ческую функнию, связанную со стабилизацией после оплолотворения: и 
оззпиеделением по бластомерам в ходе дробления кортикальной # 
осплазматическойи гетерогенности, т.е. осуществлением ооплазматичес” 
кой локализации и сегрегации. Запоминание и воспроизвеление геомет- 
рической формы яйца отчетливо выявляется именио на деформирован- 
ных яйцах необычной формы: весьма тоиная перелача геомстрических 
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особенностей деформированного участка поверхности зиготы на протя- 
жении нескольких последовательных делений дробления может рассмат* 
риваться в качестве модели ооплазматической локализации и сегрегации 
ооплазматической гетерогенности в ходе дробления; это уникальное 
свойство яиц, немыслимое применительно к соматическим делящимся 
клеткам. Асимметрия деления совершенно очевидна при дроблении у 
фукусовых водорослей и тех относительно немногочисленных животных, 
яйца которых несут какие-либо естественные морфологические маркеры 
ооплазматической гетерогенности. 

Прослеживание судьбы отдельных регионов дробящегося яйца морс- 
кого ежа, маркированных необычной геометрией поверхности, лает 
экспериментальную модель асимметричного деления при отсутствии 
каких-либо естественных маркеров региональных различий ооплазмы. 
При этом отчетливо выявляется общая ригидность ооплазмы и локаль- 
ность ее изменений в ходе делений дробления. По-видимому, актин 
принимает участие в образовании и функционировании актомиозинового 
комплекса лишь в сократительном кольце борозды, тогда как в осталь- 
ном кортексе входит по-прежнему в состав жесткого структурного 
комплекса с актинсвязывающими белками; при прохождении борозл 
пробления изменения кортикального цитоскелета локальны и не затра- 
гивают кортекса в целом (см.: Ниато{о, 1974; Зертоейет, 1981, 1987; Уопе- 
шига, Киоз|На, 1986; ЗсВгоедег, ОНо, 1988). | 

Функция кортикального цитоскелета оплодотворенной яйцеклетки — 
фиксация, ’замораживание” формы — оказывается как бы противопо- 
ложной функции цитоскелета подвижных соматических клеток. Однако 
«ор’’екс яйцеклетки способен к сократительной активности как в норме 
(цитотомия и другие проявления подвижности), так и при некоторых 
экспериментальных условиях, вплоть до амебоидной подвижности 
яйцеклетки (см. выше). Стабильность Кортикального слоя не статична 
даже в раннем дроблении морского ежа: в ходе митотического деления 
наблюдается определенная степень потери исходной формы, с послелую- 
щим возвратом к ней (например, см. рис. 37). 

Полностью ригидного, застывшего состояния ооплазмы в ходе дробле- 
ния нет и у яиц ”мозаичного” типа: амебоидная подвижность бластоме- 
ров при первых делениях дробления отмечена у нематод (Малахов, 1981; 
НШ, $4готе, 1990); к этой же категории проявлений подвижности ооплаз- 
мы можно отнести формирование широко известной полярной лопасти — 
временного выпячивания ооплазмы на вегетативном полюсе в ходе 
первого и второго делений яйца некоторых моллюсков и аннелил. 

Возврат к исходной форме всего дробящегося яйца и отдельных 
бластомеров после временного проявления подвижности ооплазмы в 
ходе цитотомии свидетельствует о наличии неких механизмов памяти 
кортикального цитоскелета, возможно обусловленных стабильностью 
макромолекулярных комплексов, служащих центрами организации 
системы актиновых филаментов (см. гл. УТ). Возможность участия актина 
в образовании либо ригидного комплекса с актинсвязывающими белка- 
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ми, либо сократительного комплекса с миозином экспериментально 
доказана Кейном на экстрактах яиц морского ежа (Капе, 1980, 1983). _ 

Итак, у дробящихся яиц очень ярко проявляется сочетание общей 
ригидности, неподвижности с локальной контролируемой подвижностью. 
Эмбриологические исследования с использованием естественных разли- 
чий пигментации, искусственной маркировки или повреждений различ- 
ных областей кортекса показали поразительное постоянство локализа- 
пии маркированных такими способами участков кортикального слоя 
дробящейся зиготы, поддержание кортикальной гетерогенности и топо- 
графической преемственности кортикальных регионов в ходе дробления, 
что обеспечивает преемственность Локализации морфогенетически 
значимых различий и их сегрегацию путем дробления, 

Пространственная организация бластомеров раннего эмбриона пред- 
ставляет собой устойчивую характеристику, имеющую таксономическое 
значение, эволюционно и генетически обусловленную и закрепленную. 
Тем не менее возможен экспериментальный анализ действия отдельных 
факторов, опосредующих проявление генетической программы развития 
в типе лробления или влияющих на реализацию этой программы. Экспе- 
риментальные исследования дробления могут прояснить, с одной сторо- 
ны, морфогенетическую роль факторов, обусловливающих пространст- 
венную организацию дробления, с другой же -— морфогенетические 
функции самого дробления в построении зародыша и возникновении 
новых механизмов морфогенетического контроля. 

Как уже было показано, временная механическая деформация яиц в 
период усиления ригидности Кортикального цитоскелета вызывает 
варушения пространственной организации дробления; для получения и 
исследования модифицированных форм дробления применяли сжатие 
яйцеклеток морского ежа ЗнопРУу]осепто!и$ пидиз между стеклами 
вскоре после осеменения при стандартных условиях (Преснов, Исаева, 
1983). 

Такое воздействие вызывало уплощение яйцеклеток, уменьшавшееся, 
но не исчезавшее после устранения деформирующего воздействия и 
сохранившееся в ходе дробления - на стадии бластулы форма зародыша, 
как и форма зиготы, после прекращения сжатия близка к дискоидальной 
с отношением диаметра диска и толщины его около 2 (рис. 38, а, в). 
Плоскости первых двух делений дробления располагаются перпендикУу- 
лярно плоскости уплощения зигот; каждый из первых двух бластомеров 
остается уплощенным; форма бластомеров после второго леления дробле- 
ния также уплощенная (рис. 38, 6). 

При третьем делении возможны слелующие варианты расположения 
бластомеров: псевдонормальное (8 бластомеров лежат двумя ярусами по 
4 бластомера в каждом, но все бластомеры несколько сплющены) и 
измененное с тенденцией к однослойному расположению бластомеров. В 
последнем случае все 8 бластомеров были расположены в виде однослой- 
ной пластинки, розетковидной (рис. 39, а) в случае дискоидальной формы 
зиготы или вытянутой (рис. 39, 6) при удлиненной форме зиготы. Чаще на 
этой стадии бластомеры располагались двумя неравными по числу 
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Рис. 38. Дробление деформированных зигот $. пифиз (а) до стадии бластупы (в) 
Фронтальная и боковая позиция (Преснов, Исаева, 1983) 


& э 


Рис. 39. Однослойное расположение бластомеров после третьего деления дробления 


деформированных яиц $. пи@ц$, 
а — уплощенного; б — уплощенного и удлиненного 


Рис.40. Расположение бластомеров $. пидиз третьего деления дробления уплощенных 
яиц двумя неравными по числу клеток ярусами (Преснов, Исаева, 1983) 


клеток ярусами, т.е. группировками 5+3, 6+2 (рис. 40), 7+1 вместо типич- 
ного для морского ежа расположения бластомеров двумя квартетами 
(4+4). 

При формировании однослойной розетки или пластинки восьми 
бластомеров (см. рис. 39, а, б) все 4 веретена Ш деления ложатся парал- 
лельно плоскости сдавливания. В случае ориентации лишь некоторых из 
веретен Ш деления параллельно плоскости уплощения, остальных 
перпендикулярно или косо возникают группировки с неравным числом 
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Рис. 41. Имитация спирального дробле- 
НИЯ. третье деление уплощенных ЗИГОТ 
5. пии$ 


Рис. 42. Т-образная, ромбоидная и ли- 
нейная группировки бластомеров пос- 
№. а | ле второго деления дробления упло- 

щенных и удлиненных зигот 5. поди; 


бластомеров в каждом ярусе. При косой ориентации всех веретен Ш 
деления относительно плоскости сжатия сестринские пары бластомеров 
двух клеточных ярусов располагаются с взаимным смещением, имити- 
рующим черты спирального типа дробления (рис. 41). 

И! деление дробления у зародышей с однослойным расположением 
бластомеров приводит к образованию второго яруса бластомеров, а у 
двухъярусных зародышей — к трехъярусному расположению клеток. В 
результате последующих нескольких делений всех подвергнутых сжатию 
зигот, как правило, образуются однотипные (независимо от вариантов 
раннего лробления) уплощенные бластулы типа плакулы (см. рис. 38,8). 

У сплющенных при стандартных условиях яйцеклеток возможно 
возникновение округлых выступов, сохранившихся после прекращения 
сжатия; необычная форма яйцеклеток поддерживалась ло бластулы (см. 
рис. 36, 37). Как правило, у каждой яйцеклетки возникал один лишь 
выступ большего или меньшего размера, но изредка встречались яйце 


клетки с 2-3 подобными лопастями. Сочетание уплощения яйцеклетки с 
образованием лопастного выступа или вытягиванием (при небольшом 
смещении покровного стекла относительно предметного) приводит к 
возникновению уплощенно-лопастной или уплощенно-уллиненной 
формы зиготы после прекращения деформирующего возлействия и 
дроблению с появлением ромбоидной, Т-образной и линейной группиро- 
вок бластомеров, имитирующих ”нематодный фенотип” лпробления 
(рис. 42). 

Описанные отклонения от нормальной сферической формы лробящих- 
ся зигот с сопутствующими модификациями характера дробления оказа- 
лись вполне регулируемыми. Регуляция формы развивающихся дефор- 
мированных яйцеклеток происходила при эпителизации бластулы 
(стадия средней бластулы) — бластулы обретали нормальную сферичес- 
кую форму. 

При стандартных условиях сдавливания доля эмбрионов, развитие ко- 
торых блокировалось при дроблении и которые не достигали стадии 
гаструлы, не превышала 5%. Все остальные эмбрионы после начала 
гаструляции и до стадии 3-4-суточных плутеусов были неотличимы от 
контрольных нормальных эмбрионов. 

Изменив условия сжатия яйцеклеток, можно получить и значительно 
более уплощенные, лепешковидные формы, неспособные, однако, к 
развитию. Удлиненная форма оплодотворенных яйцеклеток, вытянутых 
временным пребыванием внутри Капилляра, также оказывалась фиКсиро- 
ванной, сохраняясь при ‘дроблении. Путем сдавливания в капилляре 
можно получить сильно вытянутые яйцеклетки червеобразнои формы, но 
зиготы такой формы не приступали к дроблению. Соотношение длины и 
ширины вытянутых капилляром и способных к развитию зигот не пре- 
вышало 2-2,5. По-видимому, более значительные деформации яйцекле- 
ток как вытянутой, так и уплощенной формы не совместимы с развитием. 

Примененные механические воздействия часто деформировали обо- 
лочку оплодотворения или удаляли ее; наличие, отсутствие или форма 
оболочки оплодотворения не влияли на поддержание измененной формы 
яйцеклетки. Пля поддержания целостности зародыша морского ежа в 
раннем дроблении оказывается весьма существенным наличие и сохране- 
ние гиалинового слоя (Уасашег, Мазда, 1968; З1ере!, Зруевей, 1979; Аде!зоп, 
НитрАгеу$, 1988; АШерго, Ме ау, 1988). У деформированных эмбрионов 
$. пиЧиз с измененным паттерном дробления гиалиновая оболочка 
нормальной морфологии эластично облегала поверхность, по-видимому, 
успешно выполняя функцию поддержания целостности дробления 
зиготы и стабилизации ее формы — в данных экспериментальных усло- 
виях аберрантной. 

Ещев 1983 г. Дриш (Онезсп, 1893) показал, что сдавливание дробящих- 
ся яиц морского ежа между стеклянными пластинками приводит к 
существенному изменению пространственной организации бластомеров 
(расположению их в виде однослойной пластинки клеток на стадии 8-16 
бластомеров) без потери способности таких геометрически измененных 
зародышей к дальнейшему нормальному развитию. Перестройки пробле- 
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ния отмечены также у вытянутых кратковременным пребыванием В 
капилляре (Мпдаш, 1933), центрифугированных (Нагуеу, 1956) или 
подвергнутых иным механическим воздействиям (Варрарогь 1975) яиц 
морского ежа. У таких вытянутых яиц морских ежей веретено и борозда ] 
деления дробления располагаются, как и при дроблении внутри капилля- 
ра, в соответствии с правилами Сакса- Гертвига (см.: Иванова-Казас, 
1975; Белоусов, 1980). | 

При дальнейшем делении центрифугированных яиц морского ежа или 
их фрагментов Харви наблюдала Т-образное расположение бластомеров 
(Нагуеу, 1956). Т-образную группировку бластомеров морского ежа 
получил также Раппопорт (Карророг, 1978) путем сжатия одного из двух 
первых бластомеров внутри капилляра. У сдавленных между стеклянны- 
ми пластинками эмбрионов морского ежа, если судить по рисункам в 
работе Лриша (Ощезсн, 1893), возможно ромбоидное расположение 4 
бластомеров при плотной упаковке их. Разрушив трипсином яйцевые 
оболочки, В.Н. Мещеряков и Л.В. Белоусов (1973) получили после П 
леления дробления яиц двух видов моллюсков весь спектр фигур, 
наблюдающихся в нормальном раннем развитии нематод. 

Как оказалось, для существенной перестроики пространственной 
организации дробления зигот морского ежа достаточно применить меха- 
ническое воздействие в течение относительно короткого периода време- 
ни после контакта гамет. Изменения характера дробления при этом 
подобны наблюдавшимся ранее у зародышей морских ежей, сжатых 
между стеклами на протяжении всего периода дробления (Опезсь, 1893; 
Мограп, 1927). 

Таким образом, цитоскелет зиготы, ”запоминающий” и поддерживаю- 
щий деформацию, выполняет ту же функцию, что и постоянно приложен- 
ное в течение дробления механическое воздействие. Измененная про- 
странственная организация бластомеров после сжатия зиготы имитирует 
картины пробления Мета еит!.ез, Тещасшаа и лаже спиральное 
пробление. Возможно, что варианты дробления у сжатых вскорё после 
оплодотворения и затем освобожденных зародышей морского ежа в 
наших опытах зависели от положения анимально-вегетативной оси яйца 
относительно направления сжатия; не исключено, что косое положение 
веретен лробления и имитация спирального смещения бластомеров 
определялись косым взаимоположением оси яйца и направления сжа- 
тия. Расположение бластомеров на 8-клеточной стадии одним слоем и 
уплощенная бластула (плакула) при наличии тонких и эластичных 
яйневых оболочек встречаются срели прелставителей мшанок и плечено- 
гих. Можно предположить роль к’ отикального слоя яйца в определе- 
нии такого типа дробления по аналогии с экспериментальным изменени- 
ем формы и характера дробления зародышей морского ежа. Следует 
отметить, что и у животных с жесткими удлиненными яйцевыми оболоч- 
камиморротЕНЕТИНССКаЯ ооль оболочек в пространственной организации 
дробления может дополняться влиянием кортикального цитоскелета 
Ромен яйцекдетки. В любом случае морфогенетическая функция корти- 
кального слоя яйца в детерминации пространственной организации 


# 
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Рис. 43. Ориентация борозды пер- 
вого деления дробления яйца 
$. пидиз в капилляре (Преснов, 
Исаева, 1982) 


лробления весьма существенна. По-вилимому, ригилный кортекс зиготы 
и ранних бластомеров морского ежа определяет геометрию расположе- 
ния митотических веретен и тем самым плоскости цитотомии. 

Относительно простыми пля экспериментального анализа и легко 
моделируемыми факторами, также, вероятно, влияющими на геометрию 
дробления, являются свойства яйцевой оболочки (оболочек): жесткость 
или эластичность ее, форма (сферическая или удлиненная), а также 
наличие или отсутствие свободного пространства между оболочкой и 
поверхностью дробящегося яйца. По всем эти признакам лостаточно 
контрастно различаются дробящиеся яйца морских ежей и нематод; весьма 
существенны и различия типа раннего лробления этих групп животных. 
Слелана попытка экспериментального моделирования жесткой цилинл- 
рической оболочки, сжимающей и уллиняющей заролыш, путем помеще- 
ния оплолотворенных и лробящихся яиц морского ежа З\топРуюсеп!тои$ 
пиди$ внутрь капилляра с целью исследования влияния этих эксперимен- 
тальных условий на пространственную организацию лробления (Преснов, 
Исаева, 1982). 

При помещении в капилляры заролышей незадолго ло появления 
борозлы [ деления дробления проскость борозды всегда располагалась 
перпендикулярно ллинной оси славленного капилляром яйна (рис. 43). 
Плоскость борозлы ИП деления обычно проходила влоль длинной оси 
яйца. Питотомия помещенных внутрь капилляра опполотворенных или 
уже лробящихся яиц чаще всего блокировалась после осуществления 
одного-двух последовательных делений (вероятно, прежде всего из-за 
недостатка кислорола, так как дробление яиц, располагающихся в 
капиллярах вблизи границы с воздушной фазой, шло ло образования 
бластулы). В капилляре наблюдалось подавление цитотомии олного из 
бластомеров при делении другого, асинхронность деления бластомеров, а 
также исчезновение уже возникшей борозды дробления. Во всех этих 
случаях после стадии двух бластомеров появилась группа из трех бласто- 
меров, не свойственная нормальному дроблению морского ежа и имити- 
рующая фигуры дробления некоторых Метапениййе$ (см.: Иванова-Ка- 
зас, 1975). 

Для исследования пространственной организации бластомеров на 
стадиях 4-16 клеток в капилляры помещали уже .дробящиеся яйца на 
стадии 2 или 4 бластомеров; вкапилляре проходили еще 1-2 деления 
пробления, после чего лальнейшее развитие блокировалось. При разру- 
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Рис. 44. Ромбоидная диссиммыет. 
ричная группировка Четырех 
бластомеров при дроблении яйца 
$. пыбиз в капилляре (Преснов, 
Исаева, 1952) 


шении оболочки оплодотворения наблюлали существенные перегруппи- 
ровки бластомеров вплоть до линейного расположения их, имитирующе- 
го картину лробления некоторых нематол. Однако, поскольку при разру: 
шении оболочки может утрачиваться связь между бластомерами, рас- 
сматривались изменения в расположении бластомеров лишь у эмбрионов 
с сохранившейся оболочкой оплодотворения, 

Славливание стенками Капилляра эмбрионов, помещенных в него на 
сталии 4 бластомеров, при косом положении плоскостей дробления 
относительно ллинной оси капилляра приволило к существенному 
смешению бластомеров и возникновению в итоге плотной упаковки 
бластомеров вместо ортогональной и диссиметричному ромбоилному 
расположению их вместо квадратного (рис. 44), т.е. возникало сходство с 
типичной лля нематол организацией четырехклеточного эмбриона. 
Изредка наблюдалась характерная для аскарид Т-образная группировка 
бластомеров. При помещении в капилляр 2-клеточных зародышей оба 
бластомера, как правило, оказывались расположенными один за другим 
по длинной оси капилляра; при последующих делениях не нарущалась 
свойственная раннему дроблению морского ежа ортогональность упа- 
ковки бластомеров, но появлялась отчетливая билатеральность их 
расположения. Подобное сочетание ортогональности и билатеральной 
симметрии наблюдали и при дроблении в капилляре эмбрионов, поме- 
щенных в него в стадии 4 бластомеров и сжатых капилляром в такой 
позиции, Когда одна из плоскостей дробления оказывалась параллель- 
нои, а лругая — перпендикулярной длинной оси капилляра. 

При дальнейшем дроблении таких эмбрионов мезомеры на 16-клеточ- 
нои стадии располагались двумя рядами по 4 клетки (рис. 45). При 1\ 
лелении дробления в капилляре Бластомеры вегетативной половины 
Зароныиа наряду с типичным лля морского ежа неравномерным лелени- 
о, м: микромеров, часто претерпевали равное 
ки мым. при равном делении всех четырех 
рально-симметричный а С 
рялов клеток равного размера п о состоящий из двуслойных 
дробления некоторых ее в каждом ряду (имитация 

вителей Теп{асша!а). 


и вытягиванием 4-клеточного зародыша морского ежа стенками капилля- 
ра, приводит к существенному изменению пространственной организации 
этого зародыша — происходит сдвиг к ”нематодному фенотипу” распо- 
ложения бластомеров. Поскольку для такой значительной перестройки 


56 


Рис. 45. Билатеральное расположение мезомеров после четвертого деления дробления 
яйца $. пийи; в капилляре (Преснов, Исаева, 1982) 


Рис. 46. Нарушение характера деления вегетативных бластомеров 
Результат четвертого деления дробления яйца $. пидиз в капилляре (Преснов, Иса- 
ева, 1982) 


пространственной организации бластомеров достаточно механического 
сжатия зародыша стенками капилляра, естественно предположить подоб- 
ное — славливающее и вытягивающее — воздействие жесткой удлинен- 
ной оболочки в раннем дроблении нематод, У нематод ромбовидная 
группировка бластомеров обычно возникает путем смещения бластоме- 
ров после цитотомии. Дробление, начинающееся у разных видов нематод 
по-разному, приходит затем почти всегда к сходной ромбовидной стадии, 
после чего уже не обнаруживает особенно значительных вариаций (см.: 
Иванова-Казас, 1975). Возможно, появление ромбоидной группировки у 
нематод хотя бы отчасти вызывается механическими причинами -— 
сдавливающим и вытягивающим воздействием яйцевой оболочки, 

Подобным образом можно пытаться объяснить и некоторые другие 
черты дробления Меташе]тиие$, имитируемые при заключении в 
капилляр дробящихся яиц морского ежа. Сдавливанием и вытягиванием 
лробящегося яйца оболочкой можно в какой-то мере объяснить в утрату 
явных черт спиральности дробления у большинства нематод. Кратковре- 
менная стадия тетраэдра, переходящая за счет смещения бластомеров в 
ромбическую, отмечена лишь у одного представителя нематод как 
примитивная черта (Малахов, Черданцев, 1975). У некоторых представи- 
телей членистоногих с полным дроблением и жесткими, плотно приле- 
гающими яйцевыми оболочками сферической или слегка вытянутой 
формы (Сгиз{асеа, Рап{орода — см.: Иванова-Казас, 1979) славливание 
дробящегося яйца без существенного его вытягивания приволит к ком- 
пактизации тетраэдрической группировки без перехода ее в ромбичес- 
кую, т.е. без потери непосредственного контакта друг с другом всех 
четырех бластомеров и оттеснения двух из них к периферии, что происхо- 
дит при славливании в сочетании с вытягиванием. 

Морфогенетическая роль яйцевой оболочки нематод в определении 
расположения бластомеров раннего зародыша уже предполагалась (№еоп 
е! а]., 1960; Мещеряков, Белоусов, 1978). У других групп животных с 


. плотно прилегающими жесткими яйцевыми оболочками удлиненной 


формы, например погонофор, тоже вполне вероятно влияние такого рода 
оболочек на характер дробления. В всяком случае, механические и 
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геометрические особенности яйцевых оболочек не следует игнорировать 
при сравнительном анализе пространственной организации дробления и 
факторов, детерминирующих тип дробления (Преснов, Исаева, 1982, 1985: 
Гуреева, 1986). 

Ортогональный билатеральный тип расположения бластомеров на 
16-клеточной стадии внешне сходен с картинами дробления некоторых 
Тепасшайа (см.: Иванова-Казас, 1977). Однако у Темасща!а, проходящих 
подобную сталию дробления (некоторые мшанки и плеченогие), яйцевые 
оболочки, по-видимому, тонки и эластичны и поэтому вряд ли могут 
играть морфогенетическую роль в билатеральной организации располо- 
жения бластомеров. Пониманию факторов возникновения билатерально- 
симметричной ортогональной упаковки бластомеров у удлиненного или 
уплощенного эмбриона может помочь другая экспериментальная мо- 
лель — дробление яиц морского ежа, оплодотворенных сразу после 
центрифугирования или прохождения через капилляр и сохранивших 
вытянутую форму (Мп4аН!, 1933; Нагуеу, 1956 и наши данные}: в этих 
случаях характер дробления также значительно отличается от типичного 
для морского ежа, хотя вытягивающее механическое воздействие устра- 
нено, 

Такие ланные предоставляют возможность экспериментального анали- 
за влияния ригилного кортиКального цитоскелета и всей поверхности зи: 
готы в комплексе с внеклеточным матриксом (гиалиновым слоем у зигот 
морского ежа) на пространственную организацию бластомеров. 

Улаление же оболочек зиготы ведет к нарушению целостности дробя- 
щегося яйца и изоляции бластомеров, полной или частичной, давая воз- 


можность исследования роли межбластомерных взаимодействий в ран- 
нем дроблении. 


МЕЖКЛЕТОЧНЫЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ В ХОДЕ ДРОБЛЕНИЯ 


Сегрегация ооплазматической гететогенности с наследованием разно- 
го морфогенетического потенциала бластомерами, дающими затем 
различные клеточные линии зародыша, лишь одна из функций дробле- 
ния. В ходе дробления создается возникающая заново гетерогенность в 
пределах раждого бластомера, становятся возможными и межбластомер- 
ные взаимодействия. Экспериментальные воздействия нарушающие 
нормальные связи между бластомерами, вызывают аномалии развития, 
что позволяет судить как о регулятивных возможностях изолированных 


друг от друга бластомеров, так ибо у 
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развитии. : арактере их взаимодействий в 
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чия предсуществовавшей наружной функциональные разли 


| | | и вновь образованных контактных 
поверхностей бластомеров неоднократно отмечены. Такие различия 


наиболе детально изучены у зародышей иглокожих и млекопитающих. 
Морфофункциональное несходство наружной поверхности (”старого” 
кортекса, унаследованного от зиготы) и внутренних, контактных или 
обращенных в бластоцель, по-видимому, играют важную морфогенетичес- 
кую роль (Морей, Мегсег, 1963; Мещеряков, Белоусов, 1978; Божкова, 
1987; Исаева, Преснов, 1987). 

Апикальная (наружная) поверхность бластомеров морского ежа 
8-клеточной стадии развития отличается от базолатеральной комплексом 
морфологических и иммуноцитохимических особенностей, так что 
поверхность каждого бластомера оказывается состоящей из двух различ- 
ных доменов (Уагак, 1984, 1991; Мезоп, МеСау, 1988; Уагак1, Цетига, 
1989). В процессе реагрегации клетки ранней бластулы, сначала распола- 
гающиеся случайным образом, реориентируются затем в соответствии с 
положением в агрегате, причем апикально-базальная полярность кажло- 
го бластомера остается неизменной (№е5оп, Ме ау, 1988). Совпадение 
распределения антигенов-маркеров апикальной поверхности с концент- 
рацией фибриллярного актина и нарушение локализации антигенов обра- 
боткой цитохалазином (М№е15оп, МеСау, 1988; Уазакт, 1991) свидетельству- 
ют об участии системы актиновых филаментов в поддержании поляризо- 
ванной организации каждого из бластомеров. 

Поляризация бластомеров морского ежа отчетливо выражена при 
четвертом делении дробления, проявляясь и при делении бластомеров в 
условиях их изоляции (ЗсНтгоедег, 1988). У 16-клеточных зародышей 
морского ежа бластомеры структурно поляризованы: микроворсинки и 
пигментные гранулы кортекса характеризуют апикальную (наружную) 
поверхность, тогда как базолатеральная поверхность бластомеров 
гладкая и непигментированная. Шредер показал, что изолированные 
бластомеры морского ежа, лишенные контакта лруг с другом и с внекле- 
точным гиалиновым слоем, способны к автономной поляризации (при 
сохранении, однако, контакта пары макромер-микромер). После 1\ 
деления дробления возникают характерные особенности вегетативного 
полюса зародыша морского ежа, проявляющиеся в отсутствие микрово- 
синок, пигментных гранул либо иных мембранных везикул (ЗсНтгоедет, 
1980Ъ, 1982, 1986; Бап, 1984). 

Как фиксация пигментных гранул в кортикальном слое яйца, так и их 
перемещение, приводящее к очистке вегетативного полюса от пигмента, 
подавляются цитохалазином, поэтому предполагается ассоциация пиг 
ментных гранул с актиновыми филаментами кортекса (Замада, Озапаь, 
1980: ЗсНтое4ег, 19805; Тапака, 1981). Поскольку цитоскелетную основу 
микроворсинок, располагающихся по всей поверхности раннего заролы" 
ша морского ежа (за исключением зоны вегетативного полюса), составля- 
ет осевой пучок актиновых филаментов, связанных фесцином, вегетатив- 
ный полюс оказывается лишенным жесткого кортикального питоскелег 
ного комплекса, существенными компонентами которого служат поли` 
меризованные актин и фасцин (см.: Зсвгоедет, 1982). Качественные и 
количественные отличия белков опорно-сократительного питоскелетного 
комплекса кортикального слоя яйца, возникающие в ходе раннего 


пробления, могут быть существенными в детерминации последующей 
морфогенетической подвижности клеток на вегетативном полюсе заро- 
дыша морского ежа. 

Контактно-зависимая поляризация бластомеров мыши осуществляется 

с 8-бластомерной стадии развития как интегральная клеточная реакция, 
вовлекающая асимметризацию распределения микроворсинок, некото- 
рых мембранных рецепторов, липидных компонентов мембраны, клеточ- 
ных органоидов, миозина, актина, спектрина (ЗоЪе1, 1984; 5оЪе], АШерго, 
1985; ]оБпзоп, Маго, 1985; Вейпа, геопеп, 1985; Мепиае е1 а1., 1986а: 
ЗоНпзоп е4 а1., 1988; ЗоЪе] е{ а1., 1988). Поляризованные бластомеры затем 
претерпевают асимметричное деление, лавая начало двум клеточным 
линиям, различающимся своей судьбой в развитии (клетки внезаролыше- 
вой трофэктолермы и клетки собственно зародыша). В процессе станов- 
ления полярности бластомеров мыши и цитохалазин, и антимикротрубоч- 
ковые вещества нарушают поляризацию, но после детерминации осевой 
полярности оказываются малоэффективными (Тойп5оп, Маго, 1985; Не- 
пуп? её а1., 1986Ъ). 

Таким образом, возникающая в ходе дробления поляризация бласто- 
меров весьма стабильна, как это показано на зародышах морского ежа и 
мыши, т.е. ранние бластомеры, подобно яйцу, обладают долговременной 
памятью (см. гл. 1). 

Помимо контактно-обусловленных перестроек комплекса мембрана- 
цитоскелет, сопровождаемых асимметризацией распределения компо- 
нентов эндоплазмы и векторизацией процессов внутриклеточного 
транспорта, обнаружен перенос между бластомерами ранних зародышей 
введенного путем микроинъекции в один из них флюоресцирующего 
красителя, а также электрическая связь между бластомерами, выявляе- 
мая микрозлектролной техникой. Пространственно-временные паттерны 
межбластомерных связей такого рода различны в ходе дробления разных 
животных, но они свидетельствуют о возможности переноса какого-либо 

рупных молекул-меток между бластоме- 


рами ограничен очень небольшими группами клеток, возможно сохра- 


нившими межклеточные мостики после г лен | у 
Запрег е{ а|., 1985); леления (боода|, ЗоНпзоп, 1984; 


аи поэтому синцитиальные связи бластомеров вряд ли 
есь г ее роль в передаче сигнальных молекул. Такую функцию 
| трей изированные межклеточные контактные зоны, 
К. 3, ам взаимодействия оказываются существенными не 
м ВЕ В но ‘гулятивного типа (например, у морского ежа — 
но ХОЛ так называемого мозаичного развития: у 


моллюсков (Маги 4ае 1 а]., 1985: В: а 
Зеггаз е! а\., 1990), асцидий а баг, 1986; Зетгаз, ЗрекзпНаег, 1990; 


бегр, 1987), выполняя важные | 


ходе раннего дробления, а именно первых пяти делений (Копипапи, 1988; 
Сатегоп е{ а|., 1989; Сатегоп её а]., 1990). 

Полная или частичная изоляция бластомеров морского ежа $. пидиз в 
результате обработки папаином (0,3% в течение 10 мин начиная через 2 
мин после осеменения) дает возможность воздействия на становление 
дорсовентральной оси зародыша, а также на трансляцию анимально-веге- 
тативной полярности яйца в основную ось зародыша. 

Обработка осемененных яиц $. пидиз папаином приводит к отсутствию 
оболочки оплодотворения и редукции гиалиновой оболочки; возможна 
как полная, так и частичная изоляция каждого из двух первых бласто- 
меров (рис. 47, а). Расположение микромеров -— маркеров вегетативного 
полюса зародышей — свидетельствует о степени разобщения лвух групп 
бластомеров —- производных каждого из двух первых бластомеров 
(рис. 47, б, в). 

Результат полной изоляции первых двух бЛастомеров и их производ- 
ных — развитие из каждого яйца лвух зародышей-двоиников половинно- 
го размера (рис. 48, а). Такой итог дробления обработанных папаином яиц 
становится очевидным на стадии эпителизации бластулы, Когда обе 
группы клеток — производных первых двух бластомеров — превращают- 
ся в бластулы вдвое меньшего размера, чем обычный. В случае неполной 
изоляции двух групп бластомеров половинные зародыши оказываются 
соединенными (рис. 48, 6}, причем чаще всего вегетативными полюсами, 
что становится ясным в ходе дальнейшего развития: такие зародыши 
обычно становятся двойниковыми экзогаструлами, соединенными 
общим эКзоархентероном (рис. 48, в). Наконец, изредка встречались 
зародыши нормального размера, однако с двумя архентеронами, локали- 
зованными либо на разных полюсах зародыша (рис. 49, а), либо рядом на 
одном и том же полюсе (рис. 49,6). 

У обработанных папаином и сохранивших нормальный анимально-ве- 
гетативный паттерн зародышей практически во всех случаях оказалась 
подавленной экспрессия дорсовентральной (орально-аборальной) оси. В 
то время как контрольные зародыши достигли стадии призмы с ясно 
выраженной орально-аборальной полярностью (рис. 50, а), все обработан- 
ные зародыши были радиально-симметричными (рис. 50, 6). При полной 
радиализации архентерон был направлен от вегетативного полюса к 
анимальному, т.е. орально-аборальная ось полностью совпадала с ани- 
мально-вегетативной, и никаких черт билатеральной организации заро- 
дыша не возникало, Расположение клеток первичной мезенхимы и 
паттерн продуцируемых ими спикул личиночного скелета также оказы- 
вались радиализированы. (см. гл. Ш). 

Внешние воздействия могут вызывать у зародышей морских ежей 
отклонения от нормального развития, определяемые как анимализация, 
вегетализация и ралиализация (ГаШег, 1966а, 1975; Сбиза оп, Мофеп, 
1967; Ногцаа!из, 1973). Если анимализация и вегетализация проявляются 
в измененном соотношении экспрессии признаков анимального и вегета” 
тивного полюсов личинки при сохранении ранее детерминированной 
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Рис. 47. Частичная или полная изоляция бластомеров после первого деления (а) и их 
производных после четвертого деления (6, е) при дроблении яиц 5. пи@из, обрабо- 
танных палаином 


Рис, 50. Контрольные (а) и радиализированные в результате воздействия папаином 
б зародыши $. лийи; 

осевой полярности, то радиализация характеризуется отсутствием 
нормальной билатеральной симметрии и развитием радиально-симмет- 
ричного зародыша. Хорошо известно, что так называемая регулятивность 
развития морского ежа проявляется, в частности, в возможности разви- 
тия целои личинки уменьшенного размера из одного бластомера, изоли- 
рованного после [ или И деления дробления, хотя разрезание яйца еще до 
оплодотворения по экваториальной плоскости, как и Ш деление дробле- 
ния, не оставляет возможности подобной регуляции: развитие личинки, 
к тому же с явными признаками вегетализации, может обеспечить лишь 
вегетативная половина яйца или вегетативный квартет бластомеров 


Рис. 48. Двойниковые зародыши, развившиеся из обработанных папаином яиц 


$. лиёиз (Ног${аЧиаз, 1973; Магиуата еЁа1., 1985). 

<: | | Каждый из первых двух бластомеров заролыша иглокожих оказывает- 
в — изолированные, 5 — соединенные бластулы‹близнецы; в — близнецы, соединен- к Вы с Бр | 

ные общим экзоврхентероном ся носителем анимально-вегетативной оси, морфологически и функцио- 


нально поляризованным (ЗсНгоедег, 1988; Кага, Озапаь, 1989). Полная 
или частичная изоляция первых двух бластомеров, Каждый из которых 
несет полноценный осевой набор морфогенетических детерминантов, при 
смещении оси одного из бластомеров относительно оси другого может 
вести к возникновению зародышей-двойников с двумя основными 
осями, расположенными под разным углом, что и было обнаружено после 
обработки яиц $. пц@и$ папзином. Независимое развитие кажлого из 
первых двух изолированных бластомеров морского ежа дает в результа- 
те двойников половинного размера, что наблюдалось и после других 
воздействий (Уасашег, Мага, 1968; ВизКоу, ЗВтиКег, 1981; Товазоп е{ а1., 
1989; см. также: Нб\авуиз, 1973). Если же взаимное смещение анимально- 
вегетативных осей каждого из двух бластомеров сочетается с их дальней- 
шим развитием в составе единого зародыша, возникают два архентерона. 
ее реек $. пибиз с двумя зрхентеронами, развившиеся из обработанных Удвоение такого рода (ЧирИсИаз; робейог) было экспериментально полу" 


ыы 


чено у зародышей морской звезды путем поворота одного из первых 


двух бластомеров (Кигавт, Озапат, 1989). |. 
у животных со спиральным мозаичным дроблением механизм возник. 


новения подобных удвоений (аирисКа$ стисайа) - сращенных близнецов 
— иной: равное распределение при первом делении материала телоплаз. 
мы (квадранта О полярной лопасти), необходимого для формирования 
важнейших Личиночных и дефинитивных структур и организующего 
осевую симметрию всего зародыша, вместо неравного, асимметричного в 
норме. Это было достигнуто обработкой ДиОЗВаВИЗОЬ (Богге{ейп ет а]., 
1987) или путем центрифугирования (Ротезейп, Е1сВ, 1991) яиц полихеты 
Р]айупеге!, механическим сжатием яиц другой полихеты, Спае{ор{ега 
(Непгу, Матаае, 1987) и обработкой цитохалазином яиц моллюска 
Пуапазза (Кепает, 1989) до первого деления дробления. 

У шпорцевой лягушки массовое возникновение близнецовых уродств 
с удвоенным передним концом тела может быть экспериментально 
вызвано гравитационными воздействиями — центрифугированием или 
переориентацией яиц до первого деления дробления (например: ВЛаск, 
Сеграг!, 1986; Сооке, 1987; Кищеда, ЧаКавага, 1987). 

Если развитие сращенных уродливых двойников у представителей 
аннелил, моллюсков и амфибий связано с нарушениями становления 
лорсовентральной полярности, то возникновение близнецов у морского 
ежа обусловлено нарушением трансляции анимально-вегетативной оси в 
результате изоляции первых двух бластомеров, каждый из которых 
унаследовал качественно полноценный набор детерминантов анимально- 
вегетативной полярности. Поскольку становление дорсовентральной 
(орально-аборальной) полярности зародышей морского ежа определяется 
взаимолействиями бластомеров в ходе раннего дробления, обработка па- 
папаином яин ло начала дробления, приволящая к нарушению межбласто- 
мерных связей, оказалась очень эффективной, вызывающей практически 
100%-ную радиализацию. 

Так как сегрегация морфогенетического потенциала зиготы мбрского 
ежа при первом делении дробления проявляется в разлроблении надвое 
анимально-вегетативного осевого паттерна, временным носителем 
которого оказывается каждый из первых двух блас | 
изоляция друг от друга приводит к ть Но т аи и 
половинного размера Позла обояб | рмальных зародышен 
25—40% яин $. пин ре работки папаином в некоторых опытах 
щаясь затем в нормальных НОЕ ЕВ ВОЛИ ВНЕ ДЕиНИКи, ПРЕРР. 
Показано (Н: | р ВНЕЗЫВ. ПЛУТЕУСОЕ ВУОВИхНОГО, размер 

тераг@пег, 1975), что подобные близне! ое | 
способны к метаморфо: изнецы морского ежа 
й рфозу и развитию в половозрелых ежей. Неполная же 
изоляция бластомеров при нарушении их нормальног ИСТВИ 
может вызвать а: | ЕО взаимодействия 
«ть аномальное развитие двух архентерон ение 
осевого паттерна, Возможнс аи ронов, т.е. удво 
И жно, подобный механизм объясняет возникнове- 
ние дупликаций у метаморфизирующих личиное Атас! ле 
обработки зигот проназой (Магсиз, 1981 граза рипсиШа{а пос 
Пелостность анимально-вегетатив . 
морского ежа п паттерна дробящегося яйца 
ЗЕ. а стадии средней бластулы. Именно На 
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Рис. 51. Переход от ранней (а) к средней (6) бластуле зародышей $. пидиз (обработка 
папаином) 


этой стадии происходит регуляция формы зародышей с измененной 
различными экКспериментальными воздействиями пространственной 
организацией бластомеров. Пространственная организация дробления 
нарушалась, в частности, после обработки яиц папаином, и К стадии 
ранней бластулы зародыши имели уплощенную форму с неправильными 
очертаниями (рис. 51, а). При переходе к средней бластуле (стадии 9-10; 
по: Бузников, Подмарев, 1975) осуществлялась типичная для зародышей 
морских ежей эпителизация стенки бластулы. Сферическая форма блас- 
томеров преобразовалась в многогранную с увеличением протяженности 
зон межбластомерных контактов, т.е. плотной упаковкой клеток в 
эпителиальный пласт стенки бластулы, с возникновением гладких 
поверхностей (наружной и внутренней) клеточного пласта (рис. 51, 6). 
При этом и весь зародыш, Как правило, приобретал сферическую форму 
(за исключением рассмотренных уже случаев развития лвойниковых 
зародышей). | 
Такой же процесс эпителизации стенки бластулы с регуляцией формы 
зародыша происходил при развитии яиц 5. пидиз, деформированных 
механическими воздействиями, и У обработанных додецилсульфатом 
натрия зародышей ЗсарнесШипиз пита $ (Божкова, Исаева, 1984). Обрабо- 
танные додецилсульфатом натрия зародыши дробились синхронно с 
контрольными, но отчетливо отличались от последних по пространствен- 
ному расположению бластомеров рыхлыми группировками с неопреде 
ленными, неправильными очертаниями. На стадии средней бластулы 
зародыши в растворе додецилсульфата временно становились более 
компактными, приближаясь по форме зародыша к норме, но вскоре 
вновь разрыхлялись вплоть до полной дезагрегации клеток. Заролыши, 
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Рис. 53. Образование эпителиального слоя бластомерами $. пидиз т уЙто: 
а — бластомеры вскоре после диссоциации; б — установление межклеточных кон- 
тактов 


отмытые от долецилсульфата натрия, претерпевали эпителизацию стенки 
бластулы, хотя весь заролыш при этом редко приобретал правильную 
сферическую форму (Божкова, Исаева, 1984). 

Яйца 5. пидиз после обработки папаином иногла дробятся с образова- 
нием одного слоя бластомеров, лежащих на пне чашки Петри. В периол, 
соответствующий стадии эпителизации бластулы, бластомеры смыкаются 
в плотную однослоиную пластинку с полигональными очертаниями 
бластомеров. Края такой пластинки начинают изгибаться вверх (рис. 52, 
д, 6); несколько позже реконструирующийся таким образом заролыш с 
еще не замкнутыми краями пласта (рис. 52, а) становится полвижным. 

После полной лиссоциации зародышей $. пиди$ сталии средней бласту- 
лы на отдельные клетки (Исаева, 1980а) округлившиеся и потерявшие 
связи друг с другом бластомеры (рис. 53, а) в течение нескольких часов 
(при культивировании в морской воде с лобавлением сыворотки) восста- 
навливают НЕетОЧчНЫе контакты И образуют эпителиальный слой на 
=. ао Е ро полигональной морфологией связанных друг с 


Рис. 55. Эпителиальные морфогенезы в культуре з 
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При совместном культивировании предварительно меченных °Н тими- 
лином клеток бластулы $. пидиз и немеченых клеток бластулы 5. Ицегте- 
45 бластомеры формируют химерные эпителиальные слои, образован- 
ные смесью клеток обоих видов морских ежей (рис. 54). | 

При более длительном (24—48 ч) культивировании диссоциированных 
клеток бластулы $. плаваз в морской воде с добавлением сыворотки и 
антибиотиков наряду с формированием плавающих реагрегатов и процес- 
сами спикулогенеза т уго (см. гл. Ш) в массе прикрепленных к дну 
чашки клеток осуществляются эпителиальные морфогенезы: возникают 
трехмерные структуры полусферической и сферической форм, иногда 
расчлененные на отделы (рис. 55). По-видимому, в этих случаях вслед за 
”бластуляцией” т уйго осуществляется и дальнейшая программа эпите- 
лиальных морфогенезов с лифференциацией экто-, энто- и мезодерма- 
льных  эпителиальных структур, Как распластанных на искусственном 
субстрате, так и формирующих замкнутые трехмерные сфероиды. 

Если пля поддержания целостности зародыша морского ежа в раннем 
проблении оказываются существенными поверхность и кортикальный слой 
зиготы вместе с внеклеточной оболочкой (Море, Мегсет, 1963; Зсвтое4ех, 
1986), то позже, на стадии средней бластулы, происхолит переключение 
на иной механизм межклеточных взаимодействий, определяющий 
целостность и форму зародыша. На стадии бластулы у иглокожих появ- 
ляются специализированные контактные зоны, связывающие клетки 
бластулы в единый пласт (Морей, Мегсег, 1963; Оап-ЗоНКама, Еийзама, 
1980; Тигпег, 1980; Кадокама, 1983; Зр:езе!, Номага, 1983, 1985). Взаимная 
алгезия клеток бластулы морского ежа опосредуется специфическими 
гликопротеиновыми комплексами поверхности — топосомами, несущими 
позиционную информацию о положении клеток в системе (Мо! е! а1., 1985; 
Мацапра е{ а|., 1986). Зоны специализированных контактов связывают 
клетки бластулы в единый пласт; форма клеток перестает быть сферичес- 
кои и становится многоугольной (при рассмотрении с поверхности 
пласта) за счет увеличения протяженности линейных контактных зон, т.е. 
вые. не - ро упаковки бластомеров к плотной. Именно 

т гвующему периолу эпителизации бластулы, диссо“ 
ионные бастемеры морского ежа вл морской звезды, лоха 
а О омыкаются с 
ной пластинки ааа т иаста. затем края неслОйНОй, КЛеТО" 
конце концов емыкаютея о уборатом и я 

‚ завершая бластулообразование столь необыч 


ным способом (Оап-ЗоНкама, Рий: 0: К. 
Кадокама еа|., 1986). а, Рийзама, 1980; Тигпег, 1980; Кадокама, 1983; 


в Е ое исследован на лиссоциированных бластомерах 
дробящиеся в ви ЗВ Лан-Сокавой бластуляцией. Сходным образом 
ные путем изоля ы эткрытых полусфер половинки бластулы, получен” 
ются к оО на двухбластомерной стадии, замыка" 
сталии о пителанации 2 В сферу (Нога ии, 1973). По-видимому, Е 
формообразования, пет ры происходит переключение контрол 

, перелача функции контроля нал формой заролыша от 


преформированной кортикальной поверхности (в комплексе с яйцевыми 
оболочками) к клеточным контактам. 

Такой же способ бластуляции — путем изгибания, инкурвации эпите- 
лизованного клеточного слоя — наблюдался иногда при развитии обрабо- 
танных папаином яиц морского ежа. Это типичный случай эпителиально- 
го морфогенеза (см. гл. УТ), хотя подобные морфогенетические изменения 
геометрической формы и топологические перестройки клеточных плас- 
тов в ходе нормального развития осуществляются позже (инвагинация 
архентерона, образование целомов и т.п. - см. Преснов, Исаева, 1985). 
Обычное же проявление ”бластуляции” в ходе развития приводит к 
эпителизации стенки бластулы и регуляции формы зародышей после 
различных экспериментальных воздействий, изменяющих пространст- 
венную организацию дробления. 

При культивировании диссоциированных бластомеров морского ежа в 
течение двух суток в однослойной фазе наблюдаются более разнообраз- 
ные эпителиальные морфогенезы, приводящие к формированию полусое- 
рических или пузыревилных структур, сходных как с эктодермальными, 
так и с энтодермальными эпителиями зародыша. Такого рода образова- 
ния ранее были найдены в культурах клеток морского ежа (5р1ере, 
5р!езе|, 1975, 1986). В процессе реагрегации смеси клеток двух видов 
морских ежей происходит в конечном итоге видоспецифичная рассорти- 
ровка клеток, но на начальных стадиях в стационарных культурах 
возможны ассоциации клеток разных видов (Сш@се, Мшоо, 1970; 
МеСау, Наицзтап, 1975; $р!ере], Зрере|, 1975, 1986; Зсппеаег, 1985). При 
совместном культивировании диссоциированных клеток бластул $. 
пиди$ и5. ицегпедци$ начальный процесс эпителизации однослойной фазы 
вовлекает клетки независимо от их видовой принадлежности. 

Это переключение на иной механизм межклеточных взаимодействий с 
появлением специализированных контактных зон совершается у пред- 
ставителей различных классов иглокожих, Когда зародыш после серии 
синхронных делений дробления состоит из 128—256 клеток (НоПапа, 1981, 
и ссылки выше). Подобное переключение в развитии амфибий (исслелова- 
ное главным образом на Хепориз) осуществляется тоже на стадии средней 
бластулы (однако образованной примерно из 4000 клеток) как координи- 
рованный глобальный переход к асинхронным митотическим циклам с 
изменением их структуры (появлением фаз С] и С.) и резкой активацией 
транскрипции (Мемрог, Кизсйпег, 1982; Кизсвлег её а|., 1985); этот же 
переход включает эпителизацию клеток бластулы. У млекопитающих 
(мыши) компактизация зародыша и эпителизация наружного слоя его 
клеток сопряжены с детерминацией клеточной линии будущей трофэк- 
тодермы и совершаются после асимметричного деления поляризованных 
бластомеров 8-клеточного зародыша, на 16-клеточной стадии (еуу е{ а1., 
1986; см. также ссылки выше). 

При всех различиях такого перехода, перелома в развитии животных 
разных таксономических групп, общность и глобальность событий заклю- 
чается в координированности изменений морфофункциональной органи- 
зации клеток заролыша, десинхронизации ранее синхронных делений 
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дробления и превращении бластомеров в А рированного 
эпителиального пласта. Такого рол И а те фазовый» 
перехол в развитии различных Животных уже г Аг И 
ван П.Н. Нвановым (1937) как переход от ды > а к орга. 
нотипическому, и современные данные подтверждают и углуосляют это 


обобщение. 
По-прежнему остаются. 
регулятивных способностей отде 


ся неясными механизмы, лежащие в основе 
льных бластомеров и зародыша в целом. 
Инвариантность характера нормального дробления объясняет постоянст. 
во пространственной локализации клеточных линий звродыша, однако у 
морского ежа, например, даже весьма существенные нарушения нормаль. 
ной пространственной организации дробления оказываются регулируе- 
мыми, допуская развитие нормальной личинки. Более того, способные к 
метаморфозу"в половозрелых ежей личинки могут развиваться и из 
бластомеров, диссоциированных На 16-клеточной стадии и затем реагре- 
гировавщих (Нтерагапег, 1975). Замечательный синтез данных классичес: 
кой экспериментальной эмбриологии и современных результатов моле. 
кулярно-биологических исследований осуществляется Дэвидсоном: 
возможность эмбриональных регуляций, как и нормальная детермина: 
ция сульбы бластомеров морского ежа, обеспечивается индукционными 
межбластомерными взаимодействиями, определяющими связывание 
специфических белков с регуляторными сайтами ЛНК (Пау!45оп, 1989). 
Итак, дробление зиготы осуществляет важнейшие морфогенетические 
функции. Цитоскелет зиготы, играя существенную роль в пространствен- 
ной организации дробления, выполняет морфогенетическую функцию 
стабилизации после оплодотворения и распределения по бластомерам в 
ходе дробления кортикальной и ооплазматической гетерогенности, 
Помимо функции воссоздания многоклеточности и распределения 
гетерогенности ооплазмы-осолеммы, дробление яйца с необхолимостью 
создает дополнительную анизотропию комплекса цитоскелет- плазма: 
тическая мембрана в пределах каждого бластомера — как за счет разли: 
чии предсуществовавшей и возникающей вновь в ходе дробления по- 
верхности, так и за счет поляризации бластомеров, определяемой их 
контактными взаимодействиями. Межбластомерные взаимодействия 
лу полярность в ходе раннего дробления 
бластулы у = других групп животных. На стадии средней 
межклеточных взаимо: АЛИ ЕН на иной механиз» 
заролениае дите определяющий целостность и. форму 
| иисизлодит регуляция формы зародышей с измененной прост" 
ранственной организацией бластомеров восстанавливается целостность 
осевого анимально-вегетативного на > пеноинай интегра- 
, Я аттерна путем надклеточнои и 
ции (эпителизации) клеток зародыша. Не пецифич 
ному характеру меж ни га. ереход к новому, гистосие! й 
я У межклеточных взаимодействий наглядно проявляете 


при бластуляции” сло 
ятичии слоя бластомеров п И мальном 
морфогенезе, томеров п уЙго — типичном эпителиа 


Глава Ш 
МОРФОГЕНЕТИЧЕСКИЕ ПЕРЕМЕЩЕНИЯ КЛЕТОК 


И ЦИТОДИФФЕРЕНЦИАПИЯ В ХОДЕ 
ЛИЧИНОЧНОГО СПИКУЛОГЕНЕЗА МОРСКОГО ЕЖА 


ПРОСТРАНСТВЕННО-ВРЕМЕННАЯ ОРГАНИЗАПИЯ СПИКУЛОГЕНЕЗА 
И ЕЕ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ МОЛИФИКАЦИИ 1 УТУО 


Период дробления зиготы с детерминацией клеточных линий заро- 
дыша сменяется периодом морфогенетических перемещений клеток. 
Морфогенетические перемещения клеток в ходе развития разрушают 
прежние и создают новые ассоциации клеток, что зависит от изменений 
алгезивности клеточной поверхности и селективной адгезии клетка- 
клетка и клетка-внеклеточный матрикс. Исследования специфических 
молекул клеточной адгезии (гликопротеинов поверхности) в ходе разви- 
тия привели Лж. Эделмена к формулировке теории о пространственно- 
временном расписании экспрессии этих гликопротеинов как молекуляр- 
ной основе морфогенеза (Еде]тап, 1984, 1985а; 1991). Морфогенетичес- 
кие клеточные движения (см.: ТипКацз, 1969, 1984; Пецспаг, 1975) реали- 
зуются как миграция клеток поодиночке (хорошо известные примеры: 
миграция первичных половых клеток, клеток нервного гребня, нейро- 
бластов у позвоночных) либо как эпителиальные морфогенезы посред- 
ством координированного в пространстве и времени функционирования 
интегрального цитоскелета — гистоскелета (см. гл. \]). Один из примеров 
эпителиального морфогенеза — бластуляция слоя бластомеров ш уИто — 
рассмотрен в гл. П. Значительно более известный пример раннего эпите- 
лиального морфогенеза — инвагинация архентерона у иглокожих и 
гаструляция подобного типа в развитии других животных. 

Однако инвагинация архентерона прейваряется у морских ежей им- 
миграцией на вегетативном полюсе клеток первичной мезенхимы, произ- 
волных микромеров. Уже на 16-клеточной стадии развития микромеры — 
носители программы спикулогенеза, реализуемой и в условиях их изо- 
ляции (ОКагтаки, 1975а). На этой же стадии на поверхности микромеров 
найдены специфические белки, отсутствующие у макро- и мезомеров 
($1топз, Еи|ег, 1985). В ходе дальнейшего дробления производные микро- 
меров, как и все остальные клетки, входят в состав эпителиальной 
стенки бластулы и связаны с соседними клетками и друг с другом сис- 
темой межклеточных контактов (Зоигзв, 1986; $р1е?е], $р1ере], 1986). На ста- 
дии поздней (мезенхимной) бластулы клетки вегетативного полюса 
теряют фенотип эпителиальных клеток, становятся подвижными и высе- 
ляются в полость бластоцеля, мигрируя поодиночке по внутренней 
стенке бластулы. Миграция клеток первичной мезенхимы зависит от 
потери адгезивности этих клеток к соседним эпителиальным клетками 
К гиалиновому слою (наружному внеклеточному матриксу зародыша) с 
приобретением адгезивности к внеклеточному матриксу внутренней 
стенки бластоцеля, а именно к фибронектину базальной мембраны (Ешк 
МеСау, 1985). ‚ 
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Пивния скелетогенной мезенхимы выделяется очень рано в развитии 

ор, никвомеры отделяются при ПУ делении дробления, и \ де. 
морского ежа: микром ср (Рац асоп, 1989). Лир 
зение полностью сегрегирует эту линию клеток НИЯ 
скелетогенной мезенхимы дает единственный тип дифференцированных 
клеток с экспрессией уникального набора генов, вы О изучены 
колирующие специфические белки гены $М ыы и т5р и епзоп еЁ а. 
1987; Зисог её а1., 1987; лупе%юп е{ а!., 1991). Исследование паттерна ген. 
ной экспрессии этой клеточной линии выявило раннюю, вскоре после ее 
сегрегации, активацию гена 5М 50 (кодирующего белок матрикса спикул) 
и гена одного из цитоскелетных актинов; транскрипция других иоСледо- 
ванных генов начинается позже, после ингрессии клеток первичной ме- 
зенхимы в бластоцель (см.: Оамазоп, 1989). Изолированные на 16-клеточ- 
ной стадии микромеры способны к автономной экспрессии тканеспеци- 
фичных генов (З{ерНеп$ еЁ а|., 1989), синтезу специфических белков 
(Макида еЁ а1., 1988; ЗВити2и е{ а1., 1988; Вепбоп е{ а1., 1990) и в адекватных 
условиях ш уйто к полной реализации программы ларвального спикуло- 
генеза с образованием спикул (ОКагак!, 1975а; Нагкеу, чвцееу, 1980: 
Пескег, Геппага, 1988; Куотою, ТзиКарата, 1991). 

Ранняя детерминация и возможность автономной экспрессии специфи- 
ческой цитодиференцировки — явно ”мозаичная” черта в регулятивном 
развитии большинства видов морских ежей, отличающая их от предста- 
вителей других классов иглокожих. У представителя относительно 
примитивной группы цидароидных морских ежей Ецс!Чаи$ пи юе 
характерный для морских ежей паттерн дробления не вполне выражен, 
размер и число микромеров варьируют, иммиграция клеток первичной 
мезенхимы до инвагинации архентерона отсутствует, линия спикулоген- 
ной мезенхимы с меньшим числом клеток выделяется позже (Зспгоедет, 
1981; Мтау, МеСау, 1988). Эволюционная модификация паттерна дробле- 
ния с полной утратой неравного деления на макро- и микромеры найдена 
у морского ежа Непос!Чаиз егургоргатта и связана с прямым развитием 
и отсутствием планктонной личинки у этого вида (Мтау, Кай, 1989) Таким 
образом, асимметричное Г\ деление вегетативного квартета бластомеров с 
отделением микромеров и ранней сегрегацией клеточной линии спикуло- 
генной мезенхимы — эволюционная адаптация, обусловленная формиро- 
ванием личиночного скелета планктотрофного плутеуса типичных морс 
ких ежей. 

Образование спикул личиночного скелета клетками первичной мезен- 
химы морского ежа — пример очень ранней клеточной специализации: На 
стадии мезенхимной бластулы клетки первичной мезенхимы мигриру“ 
$: м а стали Е средней гаструлы мезенхимные кт 
два сгущения клеток ы г и аа образу 

сы | удущие центры спикулогенеза — и уже на 
аа иное екеле 

ные: ; мор г. 5501, 1961; ОиБо15, Свеп, 1989). 
в ко из углекислого кальция (точнее, Кали 
структурном анализе С аещан при поляризационном и рентген 

оиства монокристалла с содержанием неболь 
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шого количества органических веществ (ОКагаК ей а1., 1980; Епцеф, 1982; 
Вепзоп ей а1., 1986; Е1сваг@5оп е{ а1., 1989). Минерализация в организме 
зародыша осуществляется как внутриклеточный процесс в специализиро- 
ванном участке цитоплазмы, возникающем в результате слияния отрост- 
ков нескольких первичномезенхимных клеток с образованием расчлене- 
вного спикулогенного синцития (ОКагаКр 1960, 1975; Иорег, Сияабопт, 
1961; С1ЬБл$ е{ а1., 1969; МШогие, 1970; Зсьтеке!, 1975; Кагр, Зоиг5в, 
1985а). 

Характерными особенностями скелетообразования у иглокожих 
являются мезенхимное (мезодермальное) происхождение скелетогенных 
клеток (что выделяет иглокожих среди беспозвоночных животных и 
сближает с позвоночными), внутриклеточное отложение минерального 
вещества скелета (что характерно лишь для губок и иглокожих) и моно- 
кристаллические свойства кальцита, составляющего скелетные элементы 
($ипК15$, 1976; МПБуг, 1976). Началу внутриклеточной кальцификации у 
морских ежей предшествуют детально исследованный процесс миграции 
клеток первичной мезенхимы (потомков микромеров) в полость бласто- 
целя (Атепиуа, АКазаКа, 1986; ЕЦепзоп, МеСау, 1986; ЗоигеНн, 1986; Пес- 
кег, Геппагх, 1988; ОтФеп е{ а1., 1988) и слияние отростков первичномезен- 
химных клеток зародыша (СЬЫпз её а1., 1969; МШотие, 1970; ОКагака, 1975; 
Зентеке!, 1975) с образованием скелетогенного синцития сложной прост- 
ранственной архитектуры, упорядоченность которой в организме заро- 
лыша контролируется взаимодействием первичномезенхимных клеток с 
эпителиальными и с внеклеточным матриксом внутренней стенки бласто- 
целя (ОКагаК!, 1960, 1975:Морен, СиЯа[оп, 1961; Зоигзев, 1986; Гапе, 
Зо1агзсь 1988; Атептуа, 1989). 

Исследована ультраструктура многоядерных склероцитов взрослых 
ежей (Зыпихи, Уатада, 1976) и эмбриональных первичномезенхимных 
синцитиев, особенно для ранних стадий их функционирования (СБЫп$ е! 
1., 1969; Зертеке!, 1975). Предполагается, что мелкие пузырьки, проду- 
цируемые расположенными вблизи ядер комплексами Гольджи, переме- 
щаются по цитоплазматическим тяжам в безъялерныи участок цито- 
плазмы, где путем слияния этих пузырьков возникает крупная вакуоль, 
содержащая органический материал (матрикс спикулы), на котором осаж- 
дается кристаллизующийся кальцит (ОКагаК!, шоиё, 1976). Растущая 
внутри большой вакуоли спикула окружена органическим веществом — 
матриксом, локализованным между мембраной вакуоли и кристал- 
лической частью спикулы (МШошр, 1970); органический матрикс спикулы 
содержит коллаген и гликопротеиды (Сбоша, Вепзоп, 1978; Рисс1-Митайа е! 
а1., 1980; Вепзоп её а1., 1986). 

Огромная спикулогенная вакуоль окружена более мелкими вакуоля- 
ми (МШошо, 1970), вероятно выполняющими транспортную функцию; не 
исключено, что отдельные вакуоли могут становиться дополнительными 
центрами кальцификации и роста новой закладки спикулы. Подбные 
вакуоли характерны также для склеробластов взрослых ежей (Зытигм, 
Уатада, 1976). : 

Поскольку закладка и рост кальцитной спикулы зародышевого ске- 
лета морского ежа осуществляются внутри синцития, образуемого путем 
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Рис. 56. Пространственная организация клеток первичной мезенхимы и образуемых 
ими спикул у нормальных (а, в) и радиализированных (6, 0) зародышей 5. Пиз на 
стадии средней (0, б) и поздней (в,г) гаструлы 


слияния (с исчезновением плазматической мембраны) отростков первич- 
номезенхимных клеток, пространственное расположение первичномезен: 
химных клеток и образуемых ими синцитиев в бластоцеле зародыша 
определяет морфологию пролуцируемых синцитиями спикул. Показано, 
что измененное распределение первичномезенхимных клеток приводит К 
изменению морфологии личиночного скелета (Ргепапы, 1926 а; ОКатакь 
1962). С целью исследования зависимости морфологии личиночного 
скелета от пространственной архитектоники спикулогенных синцити’ 
альных ансамблей была применена обработка папаином, вызывающая 
ралиализацию заролышей морского ежа Знопру1осептон1$ пиди$ (Исаева, 
1981а). 

Массовое получение радиализированных зародышей дало возмо” 
ность изучить не только относительно поздние этапы радиализации (с ра3° 
витыми скелетными спикулами), но и более ранние проявления ее, выр2” 
жающиеся в нарушении нормального распределения первичномезенхим" 
ных клеток в полости бластоцеля. 
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Рис, 57. Спикулогенные клеточные ансамбли у нормального (а) и 


радиализированно- 
го (5) эмбрионов 5. пи@и$ | 


Билалеральная симметрия в нормальном развитии морского ежа, как 
известно, впервые проявляется в образовании лвух группировок первич- 
номезенхимных клеток; позже в каждой из этих групп, состоящих у 5. пи- 
45 из 12-14 клеток, появляется и растет трехосная закладка спикулы 
личиночного скелета (рис. 56, @). На соответствующей стадии развития 
радиализированных зародышей первичномезенхимные клетки распреде- 
лены равномерно, в виде кольца вокруг развивающегося архентерона; 
несколько позже в кольце клеток появляются многочисленные (5-10) 
небольшие клеточные группировки, относительно равномерно рассеян- 
ные по кольцу (рис. 56, 6). В каждой из клеточных группировок возни- 
кает в виде гранулы кальцита и растет небольшая скелетная спикула. 

Через несколько часов у контрольных зародышей развивается пара 
относительно крупных спикул (рис. 56, в, 57, а); у радиализированных 
зародышей на соответствующей стадии развития оказывается несколько 
мелких спикул, расположенных кольцом вокруг архентерона (рис. 56, д, 
57, 6), т.е. радиальное строение скелета вместо нормального билатераль- 
ного. Обычное число спикул У зародышей с хорошо выраженной радиали- 
зацией 5-8, максимальное число спикул при радиализации в описыва- 
емых условиях 11. 

Форма спикул радиализированных зародышей обычно трехосная; 
число первичномезенхимных клеток, образующих каждую спикулу, _5. 
Таким образом, минимальное число спикулогенных клеток, образующих 
трехосную спикулу, равно трем; каждая из этих трех клеток располага- 
ется у одного из лучей спикулы, образуя с двумя другими клетками той 
же группы углы в 120°, Иногда у радиализированных зародышей развива- 
ются палочковидные спикулы (рис. 57, 6); минимальное число образу- 


75 


ющих такую спикулу первичномезенхимных клеток может быть равно 
как и при участии трех или четырех клеток в обра. 


двум; в этом случае, | | 
ока палочковидной спикулы, спикулогенные клетки расположены 


ы | И кулы. 
линейно вдоль растущей спи | | 
На более поздних стадиях развития спикулы радиализированных заро- 


пышей теряют правильную трехлучевую (или палочковидную) форму, 
появляются и растут дополнительные отростки, лучи спикулы изгибают- 
ся. В итоге спикулы ралиализированных зародышей часто приобретают 
причудливую форму, в то время как на соответствующих стадиях раз. 
вития нормальных зародышей спикулы еще сохраняют правильную трех. 
осную _. форму спрямыми неветвящимися отростками. | | 

Итак, у радиализированных зародышей 5. пиди$ ясно прослеживается 
зависимость морфологии личиночных спикул от НТА 
организации клеток первичной мезенхимы. галнализация зародышей 
морских ежей была получена весьма разнообразными воздеиствиями: 
обработкой детергентами (Сияа{5оп, Заупареп, 1950), трипсином (Нбг&а- 
из, 1953), некоторыми антиметаболитами (Нбгз{а@ 1$, биз{а!5оп, 1954), 
211, (В шоп, 1955), КСМ и Мам, (Сапак, 1963), РНК (ГаШег, 1964), полиами- 
нами (ГаШег, 1966), гликопротеидами (ГаШег, 1966с), проназой (ТаШег, 
1967), папаином (ГаШег, 1969), а также изоляцией дорсальной и вентраль- 
ной половин раннего зародыша (Ногз!адииз, 1975). Перечисленные работы 
посвящены изучению механизмов, определяющих полярность и оси 
развивающегося организма. Радиализация личиночного скелета — одно 
из проявлений потери билатеральной симметрии (см. гл. П). Во всех 
упомянутых работах регистрировалось возникновение нескольких ра: 
диально расположенных скелетных спикул, предшествующее же распре- 
деление спикулогенных клеток не изучалось; использовалась длитель- 
‚ ная или постоянная инкубация зародышей в растворах испытанных 
веществ. 

Так, Лалье (ТаШег, 1969) применил постоянное (от оплодотворения) 
культивирование зародышей Рагасегиго# $ Пиз в 0,02—0,05%-ном раст 
воре папаина и отметил появление у них 6-7 очень разветвленных 
спикул. В нашей работе кратковременная обработка более концентри- 
рованным раствором папаина (0,2%) в сочетани с ЭЛТА и встряхиванием 
дала, по-видимому, сходный эффект. При обработке на стадии мезенхим- 
ной бластулы, т.е. после начала миграции первичномезенхимных клеток 
в бластоцель, можно ожидать более прямого влияния примененных 
факторов на взаимодействия первичномезенхимных клеток друг © 
другом и с внеклеточным матриксом, определяющие пространственное 
распределение первичномезенхимных клеток. 

Образование клетками первичной мезенхимы Кольца около вегета” 
тивного полюса ранней гаструлы - нормальная стадия морфогенеза 
(Окагак, 1960, 1975; Мо]регь, Сиза!5оп, 1961; Симайоп, 1975) с последую" 
щим образованием лвух группировок первичномезенхимных клеток 10 
И Бы. кажлой из них (Окагакт, 1960), в чем и проявляется 
впервые билатеральность развивающегося зародыша. При радиализи' 
рованном развитии, характеризующемся потерей билатеральной симме"" 
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рии, мезенхимное кольцо распадается на несколько мелких групп 
клеток, по 2-5 клеток в каждой; в итоге возникает несколько мелких 
радиально расположенных спикул. Подобное появление множественных 
центров кальцификации в кольце первичномезенхимных клеток с после- 
дующим развитием нескольких спикул наблюдал Пренан (Ргепап\, 1926а) 
у зародышей Р. И\!Чи$ при подкислении морской воды или прибавлении к 
ней глицерина, МаС| или МВг. 

Если равномерность распределения клеток первичной мезенхимы в 
кольце столь высока, что не образуется даже мелких агрегатов клеток, а 
сохраняется линейная, последовательная ориентация клеток, то вместо 
трехосных спикул появляются палочковидные одноосные. Подобные 
палочковидные спикулы были найдены Окадзаки (ОКагхаК1, 1960) в 
синцитиальных цепях мезенхимы зародышей Неписегон1$ рисНеггипти$ 
при нарушении нормального спикулогенеза. 

Нарушение упорядоченного расположения спикулогенных клеток 
вследствие обработки папаином приводит в процессе лальнейшего роста 
спикул радиализированных зародышей к возникновению дополнитель- 
ных отростков, изгибанию лучей спикул. 

Таким образом, при сравнении морфогенеза радиализированного типа 
личиночного скелета с нормальным спикулогенезом ясно прослеживает- 
ся зависимость числа, расположения, размера и формы спикул от прост- 
ранственного распределения первичномезенхимных клеток и формируе- 


мых ими синцитиальных спикулогенных группировок. 


Значение межклеточных взаимодействии для осуществления нормаль- 
ного спикулогенеза демонстрируется и аномалиями спикулогенеза после 
обработки додецилсульфатом натрия, которым предшествует анархич- 
ность расположения клеток первичной мезенхимы в бластоцеле (Божко- 
ва, Исаева, 1984). У подвергнутых обработке додецилсульфатом натрия 
зародышей ЗсарнесЫпи$ шипа Ш$ на стадиях мезенхимной бластулы и 
гаструлы клетки первичной и вторичной мезенхимы располагались в 
бластоцеле неупорядоченными рыхлыми скоплениями. Аномалии спику- 
логенеза у обработанных зародышей иногда проявлялись в полном отсут- 
ствии спикул, чаще же спикулогенез был нарушен лишь частично. К 
стадии раннего плутеуса в контроле развивались личинки с разной 
степенью проявления аномалий (недоразвитие одной или обеих рук и др.). 
Видимо, такие аномалии можно объяснить нарушениями межклеточных 
взаимодействий клеток первичной мезенхимы друг с другом и с внутрен- 
ними поверхностями клеток стенки бластулы. 

Вероятно, дифференциация клеток первичной мезенхимы может быть 
нарушена также из-за того, что предшественники этих клеток не прошли 
нормального этапа формирования микромеров при [У делении дробле- 
ния, Типичное для 1У деления дробления морского ежа качественно и 
количественно неравное разделение вегетативного квартета бластомеров 
на макромеры (будущий материал энтомезодермы) и микромеры (булу- 
щая первичная мезенхима, дающая затем спикулы личиночного скелета) 
может быть нарушено и превращено в количественно равное деление 
разнообразными экспериментальными воздействиями; отсутствие микро- 
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меров не препятствует дальнейшему р ие к оф Ор 
| (Нагусу, 1956; Нога, 1973). Лолецилсу” ыыы 
спикулами стергенты, примененный в низких концентрациях, 
некоторые другие де”, - го слоя лробящегося зародыша морско- 
изменяет структуру Кор кромеров; у обработаннь 
о еж бирательно подавляет отделение микро" ров; У ых 
ров > ‘пей не развивался личиночный скелет (Тапа- 
лодецилсульфатом зародышей : оевременного отделения 
Ка, 1976), что объяснялось а тствие микроме 
микромеров (Пап, 1979). Вопреки мнению Лана, отсу ромеров 
на стадии 16 и 32 бластомеров не блокирует дальнеишую дифференциров- 
ку клеток первичной мезенхимы (потомков о ыы 19а 
развитии), как спикулогенных клеток (Божкова, саева, | . Лаже 
микрохирургическое удаление клеток первичной ее у эмбрио- 
нов морского ежа не препятствовало формированию личиночного ске- 
лета, хотя с задержкой и дефектами (Ног5{а@ 15, 1973; ЕНепзоВп, Мс ау, 
1988), — и это еще одно свидетельство регулятивных возможностеи яица 
морского ежа. аа 

В уродливых реагрегатах-химерах, возникающих в суспензии бласто- 

меров $. пи@ц5, диссоциированных на стадии средней бластулы, простран- 
ственный паттерн спикулогенеза оказывается беспорядочным и дефек- 
тным ‹ (рис. 58) вследствие анархизации пространственного распрелеле 
ния клеток скелетогенной линии при диссоциации и реагрегации бласто- 
меров. м 

Таким образом, при различных экспериментальных воздеиствиях 
выявлена преемственность пространственной организации клеточных ан“ 
самблей первичной мезенхимы и продуцируемых ими спикул личиноч" 
ного скелета эмбриона морского ежа; морфология спикул детерминиру: 
ется цитоархитектоникой спикулогенных ансамблей, зависящей в свою 
очерель от взаимодействий клеток друг с другом и внеклеточным мат 
риксом стенки бластоцеля. 

Зависимость морфогенетических ` событий в раннем развитии морского 
ежа от взаимодействий клетка-клетка и клетка- субстрат предполагали 
уже Густафсон и Уолперт (биза(5оп, Морен, 1963, 1967). С тех пор меха: 
низмы таких взаимодействий в развитии морского ежа и других животных 
стали яснее. Клетки первичной мехенхимы зародыша морского ежа начи" 
нают синтезировать спепифический набор белков, в том числе белков 
поверхности (Апутгот ©{ а1., 19875 ЕагасВ е{ а|., 1987; Зв тии е{ а|., 1988), 
что определяет изменение их реакций на клеточное и внеклеточное окру" 
жение. Как уже упоминалось, выселение клеток первичной мезенхимы У 
зародыша морского ежа коррелирует с потерей сродства к гиалину (ЕК, 
МеСау, 1985}, а также эхинон — другому компоненту гиалиновой 
оболочки (Вут4за1 е! а1., 1991) — и приобретением сродства к фибронек 
тину, входящему в состав базальной пластинки, которая служит субСтр2° 
том для миграции первичномезенхимных клеток. Применение антител К 
а полавляло миграцию клеток первичной мезенхимы 

а < Таким образом, функции фибронектина в морфогенетиче 
ком перемещении клеток спикулогенной мезенхимы морского ежа 
сходны с подобной ролью фибронектина и других компонентов внекл“” 
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Рис. 58. Анархизация расположения спикул в реагрегатах эмбриональных клеток 
5. паи 11 УИто 


точного матрикса позвоночных животных (см., например: Воисац! е{ а1., 
1991). Помимо фибронектина, для миграции клеток скелетогенной мезен- 
химы морского ежа существенны, по-видимому, и сульфатированные 
протеогликаны (Гапе, Зо\игзВ, 1988), а также другие структурные компо- 
ненты внеклеточного матрикса бластоцеля (Ка{ом, Атепиуа, 1986). 

Тем не менее отсутствуют конкретные сведения об анизотропии вне- 
клеточного материала базальной пластинки, т.е. позиционной информа- 
ции, определяющей пространственное расположение клеток скелетоген- 
ной мезенхимы относительно двух основных коорлинатных осей заро- 
дыша — анимально-вегетативной и дорсовентральной. Неожиданную 
визуализацию такого рода позиционных координат можно обнаружить в 
четкой анизотропии генной экспрессии вдоль анимальновегетативной 
оси зародыша морского ежа. Такая пространственная анизотропия най- 
дена в экспрессии некоторых генов на стадии бластулы: области, занима- 
емые транскриптами этих генов и их белковых продуктов, совпадают с 
областью презумптивной эктодермы; один из этих генов ($р АМ) колиру- 
ет белок, сходный с продуктом гена ю1о1а, + контролирующего лорсовен- 
тральную полярность в развитии дрозофилы {Гераре е{ а!., 1992 а,5; 
Кеупо145 е{ а1., 1992). Наиболее поразительно, что антитела к белковому 
продукту этого гена морского ежа вызывают радиализацию личиночного 
скелета (Гераре её а1., 1992 а), т.е. нарушение дорсовентральной поляр- 
ности зародыша морского ежа. Можно добавить, что расположение 
кольца клеток первичной мезенхимы у эмбриона морского ежа на на“ 

79 


чальных этапах спикулогенеза примерно СоОтВетСтву > ве между 
презумптивной эктодермой и энтомезодермои. Поэтому В] ероятно, 
что белковый продукт гена ЗрАМ и (или) подобных дифференциально 
экспрессируемых вдоль анимально-вегетативной оси тоя зародыша 
морского ежа вовлечен не только в экспрессию анимально вегетативной 
полярности, но и дорсовентральнон (как белок ®Цаа дрозофилы), а 
также в детерминацию пространственного паттерна клеток спикулоген. 
ной мезенхимы. 


МОЛУЛЯЦИИ ПИТОАРХИТЕКТОНИКИ СПИКУЛОГЕННОЙ МЕЗЕНХИМЫ 
ее И МОРФОЛОГИИ СПИКУЛ 1 УТТВО 


В культурах диссоциированных клеток ранних эмбрионов морских 
ежей в зависимости от условий культивирования возможна либо рекон: 
струкция из смеси бластомеров целых змбрнонов (Сизёсе, 1962; Сняв се, 
Мио, 1970; МИог!ю, 1975; Зрере!, Зруере!, 1975, 1986), способных мета: 
морфизировать в мололых ежеи (Нтерагапет, 1975), либо цитодифферен: 
пировка отдельных типов клеток без воссоздания целого организма, 

Неоднократно предпринимались попытки культивирования в морс 
кой воде микромеров (т.е. бластомеров — предшественников первичной 
мезенхимы), изолированных на стадии 16 бластомеров (Рисс!-М!тайа е! 
а]., 1968; Наруиот, Гоп, 1969; 5апо, 1977); в таких условиях культиви: 
рования спикулогенез не наблюдался. Не было найдено образования 
спикул личиночного скелета и при культивировании в морской воде 
клеток бластулы ЗНопру!осепноше ригригава$ и Гу(есЬ из р1са$ (Типоц- 
пап, МасЬтакКег, 1975). Лишь Оказаки (ОКагаКк1, 1975а) удалось создать 
подходящие условия для спикулогенеза в клеточной культуре, исполь- 
зуя для культивирования изолированных микромеров Неписелгои$ 
ршсевегиииз и Ап{пос!ай$ старта морскую воду с добавлением сыво° 
ротки; тем самым была доказана детерминированность на 16-клеточной 
стадии развития микромеров как булущего спикулогенного материала. 
Позже среда Оказаки была использована для получения спикулогенных 
культур клеток тех же и других (Афаса рипсиаа, Зтопру1осегтойе 
ригруга1из) вилов морских ежей из микромеров (Возепзрие ей а1., 1976; 
Спатшоепаш, 1977; КоБауазН, 1977; Нагкеу, Мннееу, 1980; КипобВИа, 
ОКагаК, 1984; Киалтта, 1986; Ма1зида е{ 2]., 1988; Знити её а1.. 1988; Веп- 
5оп е| а1., 1990; К1уопо1о, ТзикаНага, 1991), клеток первичной мезенхимы 


т аа бластулы (Миа ей а1., 1981; Сагзоп её а|., 1985 
ПесКег е{ 21, и из первичномезенхимных синцитие: | лы 
(Нагкеу, МВцееу, 1980). мных синцитиев стадии гастру 


ая клеточная культура, обладающая четкими маркерами 

может мы лифференцировки (синцитиальность и минерализация» 

ПОР А для исследования особенностей экспрессии 

условиях и ков спикулогенеза вы экспериментальных 

и в клеточной куль и культуры; сравнение спикулогенеза в организме 
| ультуре позволяет 


приблизиться к пониманию факторов» 
контролирующих питодифференцировку. Ф 
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Рис. 59. Клетки первичной мезенхимы 5. пиби$ через 4 ч после начала культивирова- 
ния 


Рис. 60. Мультиполярная клетка первичной мезенхимы (24 ч культивирования) 


Рис. 61. Синцитии первичной мезенхимы в однослойной культуре (24 ч) 
@ — сетчатый памеллярвый синцитий; б — ламеплярный симпласт ы 
6. Исаева В.В. 


Рис. 62. Химерный мезенхим. 
ный симпласт (меченые ядра 
5. пибиз, немеченые —$. п. 
{еттей1и$) 


Изучался спикулогенез в культуре клеток 5. пиди$. лиссоциированных 
на стадии мезенхимной бластулы (т.е. до начала спикулогенеза) и куль: 
тивированных в морской водес добавлением сыворотки и антибиотиков 
(Исаева, 1980а, 19816). Клетки первичной мезенхимы проявляют значи- 
тельно более высокую адгезивность к искусственному твердому субст 
рату (стеклу, пластику) по сравнению с эпителиальными клетками 
бластулы, вследствие чего мезенхимные элементы селективно накапли- 
ваются в олнослойной фазе. Лиссоциированные клетки бластул, лишен: 
ные ресничек и округлившиеся после процедуры диссоциации, опуска: 
ются на дно чашек Петри, оставаясь сферическими и изолированными 
пруг от друга в течение примерно получаса. Позже из рыхлой россыпи 
клеток возникают их трехмерные агрегаты, соединенные друг с другом 
тяжами клеток. В ходе процесса агрегации большинство эпителиальных 
клеток постепенно открепляется от субстрата либо активно, за счет 
”бластуляции” (см. гл. П) и появления функционирующих ресничек, 
либо пассивно, теряя адгезию к субстрату. 

Биполярные или мультиполярные первичномезенхимные клетки раз 
личимы на дне чашек уже через 30 мин после посева, т.е. сразу после се 
лания диссопиированных клеток. В течение нескольких первых часов 
культивирования клетки первичной мезенхимы перемещаются по дну 
чашек и образуют рыхлые ассоциации, состоящие из одноядерных клеток 
с хорошо различимыми клеточными границами. На препаратах клеток, 
зафиксированных через 4 ч после начала культивирования, видно, чо 
клетки образуют псевлоподии и вытягиваются, теряя прежнюю сфер" 
ческую форму (рис. 59). Через 12 ч культивирования первичномезенхим" 
ные клетки представлены биполярными, | а чаше мультиполярными 
элементами с длинными, иногда ветвящимися филополиями (рис. 60) или 
вр аи по субстрату ламеллоподиями. Через 24 ч мезенхим" 
к 

лее широкими мостиками” цитопле 


сиНпирАаЛЕНЫЕ БЕРИ бриС_ 61, п) ила компактные многоядерные ви 
СВЕ СИИ ис 61, 0). И компактные и сетчатые синцитИалР” 
ные образования, как правило, вакуолизированы; гранулы В вакуоля” 
вероятно, представляют собой органический Матрикс минерализации. 
При культивировании СМЕСИ. : | | - 


‘ла эмбрио” 
диссоциированных бластомеров эмб 
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Рис. 63. Влияние структуры субпласта на пространственную организацию ансамблей 
первичной мезенхимы: 

а — преимущественное распластывание на квадратах с напыленным золотом; 6 — 
контактная ориентация вдоль бороздок поверхности 


нов 9. пии$, меченных "Н-тимидином, и немеченых бластомеров $. ицег- 
пе!1$ возникали химерные синцитии и симпласты, содержащие и мече` 
ные, и немеченые ядра (рис. 62). ; 

‚Помимо филоподий, типичных для клеток первичной мезенхимы Ш 
\у\о, для мезенхимных клеток и синцитиев в однослоинои культуре 
характерны и распластанные по поверхности субстрата ламеллоподии; 
сами синцитии и симпласты тоже распластаны в лвумернои плоскости 
(см. рис. 61). 

При искусственном создании различий адгезивности субстрата путем 
напыления в вакуумной камере на стекло золота сквозь сеточку для 
электронной микроскопии распластывание клеток и образование ламелл 
наблюдались преимущественно на более адгезивной (золоченой) поверх- 
ности (рис. 63, д. На субстратах с параллельной исчерченностью поверх- 
ности мезенхимные синцитии, прикрепляясь преимущественно вдоль 

роздок поверхности субстрата, тем не менее сохраняли свою мульти- 
полярную, сетчатую морфологию (рис. 63,6). 
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Таким образом, в однослойной культуре в отличие от ситуации Ш У 
морфология и размеры мезенхимных синцитиев очень вариабельны, 
возникают гигантские синцитии, объединяющие десятки ядер, наряду с 
типичными для первичномезенхимных клеток Ш уИто филоподиями 
появляются ламеллоподии, мезенхимные синцитии часто оказываются 
распластанными по искусственному твердому субстрату, тогда как в ор- 
ганизме эмбриона они располагаются в трехмерном пространстве, прик- 
репляясь филоподиями к стенкам бластоцеля, но не распластываясь по 
ним. Наличие наряду с филоподиями, типичными для клеток первичной 
мезенхимы, также ламеллоподий по периферии синцитиев и отдельных 
мезенхимных клеток, характерное для распластывающихся по субстра: 
ту в однослойной культуре клеток, отмечено для клеток первичной 
мезенхимы эмбрионов морского ежа (Типоииап, Масвтакег, 1975; Кагр, 
Зотагссв, 1985 а,5; Гапе, Зоагзсв, 1988). 

Поскольку миграция и распределение клеток первичной мезенхимы в 
организме эмбриона морского ежа контролируются компонентами 
внеклеточного матрикса внутренней стенки бластоцеля, которая служит 
субстратом для прикрепления и перемещения этих клеток (см. выше), 
адгезивность и подвижность клеток первичной мезенхимы ш уЦто также 
существенно усиливаются при нанесении на субстрат фибронектина 
(М1уас! е{ а]., 1984; Каюм, 1986, 1987), других компонентов внеклеточ: 
ного матрикса (Каюм, 1986) или растительного агглютинина (ЕНепзойп, 
МсСау, 1987). Добавление сыворотки к морской воде при культивирова- 
нии клеток обеспечивает присутствие фибронектина и других необходи: 
мых компонентов. Однако и при таких условиях дополнительное усиле- 
ние адгезивности субстрата путем напыления золотом стимулирует рас- 
пластывание клеток первичной мезенхимы. Ранее в подобной экспери- 
ментальной системе наблюдали преимущественный рост нейритов на 
участках поверхности с большей адгезивностью (Ге!оигпеаи, 1975, 1979; 
Натшитаграск её а1., 1985). Оказалось, что первичномезенхимные клетки и 


синцитии проявляют в какой-то мере и контактную ориентанию, хотя 
значительно менее выраженную сравнительно с биполярными миоген’ 
ными клетками (см. гл. ГУ). 


Итак, при сходстве основной тенленции цитодифференциации первич" 
номезенхимных клеток Ш МО и 11 УИГОо (от биполярных клеток к мульти” 
полярным с ветвящимися филополиями и слиянию в синцитии) в одно" 
слоиной культуре нарушена организация клеточных группировок, обра" 
зующих спикулогенный синцитий. Однородность алгезивности искус’ 
ственного субстрата велет к неупорядоченности группировок первично” 
ринижни:- клеток, вариабельности размеров и формы синцитиев, & 
от искусственного двумерного субстрата ^. К 
т ма клеток по его поверхности, появлению ламеллоподий и 
ие: ‚. рек в симпласты. Искусственно созданная неодно" 
р Вх ости субстрата ш уЦго вызывает преимущественео 
ы ие и перемещение первичномезенхимных клеток и синцитиеВ 
не: Пе ето адгезивности. Наблюдаемые морфологические 

'.зенхимных синцитиев рассматриваются как модификации 


ВЗ 


Рис. 64. Спикулогенез в однослойной клеточной культуре 
а — ранние закладки спикул; б — трехлучевая спикула через 36 ч 


Рис. 65. Трехлучевая спикула в однослойной культуре через 48 ч 


нормального проявления дифференцировки клеток первичной мезен- 
химы, вызванные специфическими условиями однослойной культуры. 

Известно, что в смеси клеток зародышей двух разных видов морских 
ежей происходит видоспецифичная рассортировка клеток с последу- 
ющим развитием уже однородных клеточных реагрегатов (см. гл. И). 
Однако клетки первичной мезенхимы $5. пидиз и $. ицегтей! и; при сов- 
местном культивировании образуют химерные мезенхимные синцитии, 
содержащие ядра обоих видов. Подобным образом при совместном 
культивировании миогенных клеток .разных видов млекопитающих 
возникают химерные миосимпласты и миотубы (УаНе, Ее!@тап, 1965; 
УаНе, 1969). Очевидно, в обоих случаях тканеспецифичность узнавания и 
слияния клеток оказывается более значимой, нежели видоспецифичес- 
кие различия. 

После 24 ч культивирования клеток в морской воде с сывороткой в 
цитоплазме мезенхимных синцитиев и реже в обособленных клетках появля- 
ются отдельные гранулы кальцита, сначала округлой, а затем треуголь- 
ной (точнее, тетраэдрической) формы (рис. 64, а). В течение вторых суток 
культивирования гранулы кальцита растут в виде спикул, обычно харак" 
терной для омбрионов: морских ежей трехлучевои формы (рис. 64, 6), 
режев виде одноосных палочек (Исаева, 19816). На третьи сутки культи" 
вирования начинается разрушение мезенхимных спикулогенных синци- 
тиев, рост спикул прекрашается (рис. 65). Помимо крупной трехлучевой 
спикулы, в тех же мезенхимных клеточных ансамблях возникают допол” 
нительные гранулы кальцита или небольшие спикулы (рис. 64, 6, 65). 

Все появившиеся в однослойной клеточной культуре спикулы, макси" 
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Рис. 66. Контактная плоскостная ориентация спикулогенных клеточных ансамблей и 
продуцируемых ими спикул в однослойной культуре 


Рис. 67. Зависимость морфологии спикул в однослойной культуре от числа и расПоЛ” 
жения спикУулогенных клеток - 

в — образуемая тремя клетками трехлучевая спикула; б — палочковидная сПИКУ 
ла, образуемая двумя клетками 


мальная численность которых наблюдается на третьи сутки культивиро- 
вания, ориентированы, как и спикулогенные мезенхимные синцитии, 
параллельно плоскости искусственного субстрата (рис. 65, 66). В клеточ- 
ной культуре преобладают типичные для ранних эмбрионов морских 
ежей трехлучевые скелетные спикулы (рис. 64—66). Так, через 30 ч в 
однослойной фазе в контроле из 450 просмотренных спикул 246 (54,7%) 
имели правильную трехлучевую форму, 162 (35%) — трехлучевую с 
недоразвитием одного или двух лучей и лишь 42 (9,3%) были палочковил- 
ными. Сферическая и затем тетраэдрическая (предшествующая трехлуче- 
вой) формы в контрольных культурах наблюдались лишь у самых ран- 
них, самых мелких закладок спикул. 

Прослеживается отчетливая зависимость морфологии спикул 1 уго 
от пространственной организации спикулогенных клеток. Для формиро- 
вания трехлучевои спикулы необходимы, как минимум, три клетки 
первичной мезенхимы, образующие треугольную группировку (рис. 67, п). 
Палочковидные спикулы образуются путем преимущественного роста 
одного или двух лучей трехлучевого ”зачатка” спикулы; для роста такой 
спикулы необходимо линейное расположение спикулогенных клеток, 
минимальное число которых оказывается равным двум (рис. 67, 6). 

Вследствие селективной адгезивности К искусственному субстрату 
клетки первичной мезенхимы накапливаются в однослойиной фазе, но 
часть их оказывается в составе взвешенных трехмерных реагрегатов. Во 
взвешенных клеточных реагрегатах контрольных культур через 20-30 ч 
также преобладали трехлучевые спикулы. Доля аберрантных спикул 
существенно возрастала лишь спустя 36-48 ч от начала культивирования 
(Исаева, 19816). При высокой плотности посева клеток появляются 
весьма крупные (диаметром 0,5-1,0 мм) сферические или слегка удли- 
ненные агрегаты клеток, содержащие на вторые сутки культивирования 
множество спикул (рис. 68). Форма спикул на поздних стадиях культи- 
вирования (48 ч) становится аберрантной, появляются многочисленные 
дополнительные отростки спикул (рис. 68), изредка возникают перфори- 
рованные спикулы (рис. 69), отсутствующие при нормальном личиночном 
спикулогенезе $5. пиди$ и не менее атипичные дугообразно изогнутые 
спикулы (рис. 70). 

В дифференцирующейся сликулогенной культуре клеток эмбрионов 
морских ежей появление кристаллических скелетных спикул служит 
четким маркером дифференцировки (ОКахаку, 1975; Нагкеу, Увиеюу, 
1980, 1985; Мати е! а1., 1981; МеСапву, Зреве!, 1983; ВапкепзЫр, Вепзоп, 
1984; КпозВИа, Окагаки, 1984; Сагзоп её а1;, 1985; Киайта, 1986; ПесКег ©! 
2]., 1987; Вепзоп еЁа1., 1990; Ктуотою, ТзиКавага, 1991). 

Некоторые характерные особенности морфологии личиночных спи” 
Кул морских ежей, прежде всего наличие или отсутствие перфорации, 
По-видимому, детерминируются генетически наследуемыми различиями 
спикулогенных клеток (линия микромеры — первичная мезенхима). 06 
этом свидетельствуют межвидовые трансплантации микромеров (ОЫ5св, 
1936), а также различия в форме спикул в культурах микромеров разных 
видов ежей Окахак, 1962, 1975). При этом у каждого вида морфология 
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Рис. 68. 


Рис. 69. Участок перфорированной спикулы из суспензионной культуры 


| 


Рис. 


Аберрантная морфология спикул в агрегате сус 


Пя аа клина ии 


70. Дугообразно изогнутая спикула (суспензионная культура) 


пензионной культуры 


спикул ш Ууо И ш мо зависит от пространственной архитектоники 
спикулогенных синцитиальных ансамблей (Ргепаги, 1926; ОКахак\, 1962; 
Сича!5оп, Мо регь 1963; НагКеу, Мннееу, 1980). В условиях культивиро- 
вания вне организма сохраняются некоторые характерные черты морфо- 
логии ларвальных спикул: наличие или отсутствие перфорации, весьма 
стойка тенденция к возникновению ранних трехлучевых форм. 

Некоторые исследователи, изучавшие спикулогенез в клеточных сис- 
темах т уйто (ОКагак, 1975а; Корауазв, 1977; КтозВИа, ОКазаКь, 1984), 
подчеркивали сходство его с нормальным образованием спикул у целого 
эмбриона. Действительно, основное направление цитодифференцировки 
первичной мезенхимы (образование спикулогенных синцитиев) и конеч- 
ное проявление дифференцировки (образование скелетных спикул) одни 
итежешт муо и ш уго; морфология ранних закладок спикул, как пра- 
вило, одинакова в организме эмбриона и в клеточной культуре. Однако 
отсутствие в условиях культуры факторов, контролирующих упоря- 
доченность пространственного распределения клеток, и наличие двумер- 
ного искусственного субстрата с однородной адгезивностью приводят к 
существенным модификациям морфологии мезенхимных синцитиев и 
продуцируемых ими скелетных спикул. | 

В однослойной фазе и в трехмерных реагрегатах клеток первичной 
мезенхимы $. пиди;$ возникают как гигантские синцитии с множествен- 
ными закладками’ спикул, так и мелкие, образуемые двумя-тремя клет- 
ками. В крупных синцитиях возможно одновременное развитие несколь- 
ких скелетных спикул, что не наблюдается при нормальном спикуло- 
генезе т ууо. Уже на ранних этапах спикулогенеза ш уйтго появляются не 
только типичные для эмбриона морского ежа трехосные спикулы, но 
такжеи — одноосные, палочковидные, что обнаружено и в исследовани- 
ях Окадзаки (Окагакт, 1975а; КпозВИа, ОКазак, 1984). В культурах кле- 
ток первичной мезенхимы 5. ршрига $, по-видимому, преобладают 
палочковидные спикулы (Сагзоп е+ а1., 1985; ОесКег её а|., 1987). В культу- 
рах клеток эмбрионов $5. пиди$ прослеживается отчетливая преемствен- 
ность пространственной организации спикулогенных мезенхимных 
группировок (треугольное или линейное расположение клеток) и морфо- 
логии развивающихся спикул. 

Отклонения от типичной морфологии скелетных спикул особенно 
выражены на поздних этапах спикулогенеза в культуре эмбриональных 
клеток $. пидиз, когда появляются аберрантные спикулы с дополнитель- 
ными отростками, причудливо изогнутые и весьма отличные по форме от 
спикул нормального эмбриона. ЛПля олнослойной культуры клеток пер- 
вичной мезенхимы характерна плоскостная контактная ориентация спи” 
кул (см. гл. [Уи \У1) — расположение их в одной плоскости, определяемой 
распластыванием спикулогенной мезенхимы по поверхности искусствен- 
ного субстрата. В трехмерных же реагрегатах из суспензионной культуры 
и организация спикул на поздних стадиях спикулогенеза становится 
трехмерной. Ультраструктура спикулогенных синцитиев изучена у взрос- 
лых морских ежей (ЗЫпихи, Уатада, 1976) и на ранних стадиях спикуло- 
генеза у зародышей ежей (СЪЫп$ её а1., 1969; ЗсветекКе!, 1975; РесКег, Ьеп- 


р”, „ х 
Рис. 71. Ультраструктура одноядерной клетки первичной мезенхимы (Керкис, Исае: 


ва, 1984) 


паг2, 1988): поздние стадии зародышевого спикулогенеза исследованы 
менее полно (МШопго, 1970), а ультраструктура культивируемых спикуло- 
генных клеток эмбрионов Э!гопРу]осегитон1$ пиби$ была описана нами 
впевые (Керкис, Исаева, 1984). Позже было проведено электронно-микро` 
скопическое исследование спикулогенеза культивируемых клеток пер: 
вичной мезенхимы $. ригригаа$ (БесКег её а]., 1987). 

Лля функционирующих спикулогенных клеток (рис. 71) характерно 
присутствие мембранных пузырьков и крупных вакуолей, содержащих 
аморфный материал; в таких специализированных вакуолях встречается 
электронно-плотный материал, представляющий собой, как мы полагаем, 
центр начинающейся минерализации. На ранних стадиях кальцификации 
вакуоль с ясно различимой мембраной окружена цистернами грануляр” 
ной эндоплазматической сети и митохондриями. Кроме специализиро“ 
ванных, вовлеченных в процесс кальцификации вакуолей, в цитоплазме 
спикулогенных клеток обычны аутофагосомы с перевариваемым желг 
ком и крупные вакуоли с миелиноподобными тельцами и электронно 
плотными включениями. Как и все клетки раннего зародыша морского 
ежа, спикулогенные клетки содержат включения желтка и липидоР: 
Ядро окружено мембранами комплекса Гольджи; в цитоплазме 
много свободных и прикрепленных к мембранам энлоплазматической 


сети рибосом, округлых митохондрий с редкими кристами и электронно" 
плотными гранулами в матриксе. 


т 73. Спикулогенный симпласт с растущей спикулой через 44 ч (Керчие, Исаева, 
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Спикулогенные синцитии в клеточной культуре на ранних стадиях 
плифференцировки имеют различную морфологию, представляя собой 
компактный многоядерный симпласт или расчлененныи синцитий (подоб- 
ный описанному другими авторами у интактных зарольтиеи морских 
ежей), в котором содержащие ядро и основные органелль итеточные тела 
обособлены, соединяясь с безъядерной цитоплазмои, окружатщеи расту. 
щую спикулу, узким тяжем, "стеблем. Спикулогенные симпласты в 
условиях культуры иногда содержат множество тесно лежащих ядер 
(рис. 72). Ультраструктура ядер, большинства цитотлазмат ческих ор. 
ганелл и включений у синцитиев и симпластов на ранних стадиях спи. 
кулогенеза сходна и подобна описанной для одиночных спикулогенных 
клеток. 

На более поздних стадиях спикулогенеза (44 ч) внутри мезенхимных 
синцитиев и симпластов появляются трехлучевые скелетные спикулы 
(рис. 73), твердый минеральный материал спикулы частично или пол- 
ностью сохраняется в процессе подготовки материала к злектронно- 
микроскопическому исследованию, поэтому на срезах с одной стороны 
спикулы всегда имеются характерные бороздки, возникающие в резуль: 
‚ тате повреждения спикулой стеклянного ножа (рис. 73). Сохранение неор- 
ганического материала спикулы — четкого маркера специфической диф- 
ференцировки = дает возможность выбора нужных стадий спикулогенеза 
и изучения пространственных отношений органоидов цитоплазмы и 
внутриклеточного минерального материала. В массивной многоядерной 
цитоплазме спикулогенного симпласта спикула кажется лежащей непос- 
редственно в цитоплазме, так как разделяющая их мембрана четко 
различима лишь местами; под мембраной поверхность спикулы покрыта 
аморфным органическим веществом. В некоторых случаях видна экстру- 
зия содержимого транспортной спикулогенной вакуоли в полость, окру: 
жающую растущую спикулу. В цитоплазме симпласта в непосредственной 
близости располагаются ядра, комплексы Гольджи, специализированные 
спикулогенные вакуоли, содержащие материал для растущей спикулы, и 
конечный продукт деятельности спикулогенного симпласта — спикула 
(рис. 73). Спикулу окружают: специализированные вакуоли, которые, 
по-видимому, выполняют транспортную функцию, обеспечивая дальней: 
шую кальцификацию, т.е. рост спикулы. 

При электронно-микроскопическом исследовании. спикулогенных кле" 
ток и синцитиев п уйто (Керкис, Исаева, 1984) выбор для исслелования 
компактных, уплощенных на искусственном двумерном субстрате 
синцитиев позволяет наблюдать в непосредственной близости на одном 
срезе все структуры, пространственно разобщенные в организме зароды` 
ша. Все типы специализированных структур, описанных для скелетоген` 
ных клеток зародышей и взрослых ежей, характерны и для культиви” 
би, О ОВ Так же как в склероцитах взрослых ежей 
зави ^ | 2 ‚ в спикулогенных синцитиях клеточной КУЛЬ 
туры иместся два типа крупных вакуолей, связанных с процессами Каль 
цификации и аутофагии. По-видимому, аппарат Гольджи в спикулогенных 
клетках продуцирует и лизосомы, что обеспечивает утилизацию запасен” 
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ных еще в оогенезе желтка и липидов. (Попутно заметим, что этот запас 
питательных веществ допускает возможность лифференцировки клеток 
в такой простои среде, как морская вода с небольшим количеством сыво- 
ротки.) Наличие в матриксе митохондрий плотных гранул, возможно, 
связано с процессом кальцификации (отложение кальция в форме фос- 
фата в матриксе митохондрий с последующим переносом кальция в 
специализированные вакуоли). 

Общая морфология спикулогенных клеток и синцитиев (развитие 
эндоплазматической сети с рибосомами, аппарата Гольджи и продуци- 
руемых им секреторных пузырьков) подобна морфологии типичных сек- 
реторных клеток. Можно представить следующую последовательность 
ведущих к минерализации процессов: синтез необходимых для связыва- 
ния, переноса и преципитации кальция белков на рибосомах эндоплаз- 
матической сети, перемещение белков в аппарат Гольджи, гликолизиро- 
вание их, транспорт в мембранной ”упаковке” связанного гликопроте- 
идами кальция и кристаллизация кальцита на органическом матриксе 
внутри крупной вакуоли. У эмбрионов ежа найдены белки (или глико- 
протеины), специфичные для клеток первичной мезенхимы и матрикса 
спикул (см выше); обнаружен ассоциированный с личиночными спику- 
лами связывающий кальций белок (Тиайа, МаКапо, 1986); показано, что 
моноклональные антитела к одному из белков, локализованному на 
поверхности клеток первичной мезенхимы и в матриксе спикул, подав- 
ляют кальцификацию в культуре этих клеток (Сагзоп е{ а1., 1985). 

Отличие спикулогенеза у иглокожих от типичной секреции (и от вне- 
клеточной минерализации как варианта секреции) в том, что содержимое 
вакуолей секретируется не во внеклеточное пространство, а в огромную 
вакуоль внутри клетки, по существу представляющую аналог внеклеточ- 
ного пространства. На самых поздних стадиях минерализации мембрана 
внутриклеточной вакуоли сливается с плазматической мембраной, даль- 
неиший рост скелета идет внеклеточно. Внеклеточная минерализация 
осуществляется в процессе роста палочковидных спикул 5. ригригайа$ 1 
уНто (есКег её а1., 1987); авторы полагают, что полость растущей спикулы 
всегда сообщается с внеклеточным пространством, за исключением самых 
ранних стадий спикулогенеза. Однако спикулогенез в культуре клеток 
эмбрионов $. пиди$, по нашим данным (Керкис, Исаева, 1984), идет как 
внутриклеточный процесс до стадии трехлучевой закладки спикулы. 


ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ МОРФОГЕНЕТИЧЕСКОЙ 
ФУНКЦИИ ПИТОСКЕЛЕТА В СПИКУЛОГЕНЕЗА 1% УТГВО 


Поскольку морфофункциональная клеточная архитектоника зависит, 
как известно, от организации цитоскелета, было испытано влияние на 
спикулогенез ш уЙго ингибиторов, нарушающих структуру микрофила- 
ментов и микротрубочек (Исаева, Чуриков, 19886), проведено электрон” 
но-микроскопическое изучение цитоскелетных структур (совместно с 
А.Ю. Керкисом) и выявление фибриллярного актина родаминфаляоидли- 
ном в спикулогенных клетках и синцитиях. 
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спикулотенной мезенхимы (Керкис, 


Рис. 74. Микротрубочки в синцитиальном тяже 
Нсаева, неопубл.) 


Рис. 75. Сетчатый цитоматрикс филоподиальных отростков синцития спикулогенной 
мезенхимы  (Керкис, Исаева, неопубл.) 


_ При ультраструктурном исследовании в цитоплазматических тяжах, 
соединяющих обособленные участки расчлененного спикулогенного 
клеток и синцитиев = - } В филоподиальных отростках спикулогенных 
м" В: обнаружено ясно выраженных пучков микрофила" 
ставлен сетчатым 1 Филоподий, как и основной массы цитоплазмы, прел" 
ОБрашиваь цитоматриксом (рис. 75). 
=. И первичной мезенхимы родаминфаллоидином 
(рис. 76, @, так и а клеточных отростков как у биполярных 
е-76 д. ее ОК © множеством филоподии 
Обработка цитохалазином В (1-10 мкг/мл), примененная с самого 


культивирования, подавляет движение и слияние в синцитий 


рис. 76. Окрашивание родаминфаллоидином клеток первичной мезенхимы 


а = биполярная клетка (12 ч культивирования); б — мультиполярная клетка (24 ч) 


Рис. 77. Флуоресценция родаминфаллоидина . через 1 мин (а) и 5 мин (6) после начала 
обработки мезенхимных синцитиев цитохалазином О (2 мкг/мл) 


клеток первичной мезенхимы и полностью ингибирует спикулогенез. 
Обработка цитохалазином (1- 10 мкг/мл) после 19—24 ч культивирования, 
когда уже образованы синцитиальные ансамбли и начался спикулогенез, 
вызывает быстрое, в течение нескольких минут, исчезновение филопо- 
дий — отростков, характерных для клеток первичной мезенхимы, колланс 
симпластов (рис. 77), а также фрагментацию расчлененных синцитиев. В 
отмытых от питохалазина культурах после обработки им в течение 
10-15 мин (1-5 мкл/мл) иногда наблюдалось амебоидное движение 
потерявших обычную расчлененную форму и филоподии симпластов, в 

некоторых случаях с небольшой спикулой аберрантной формы (рис. 78). 
Ллительная, в течение 2-5 ч, обработка культур цитохалазином 
(1-5 мкл/мл) после начала спикулогенеза, начатая через 19—23 ч, приво- 
дит к образованию множества небольших кристаллов в форме сфер или 
многогранников. Форма возникших до применения ингибитора спикул 
Становится неправильной: концы трехлучевой спикулы утолщаются х. 
приобретают угловатую или округлую форму, появляются добавочные 
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рис. 80. Морфология спикулогенного симпласта (а) и грануловидных спикул (а, 6) 
после обработки колхицином (10 мкг/мл) 


Рис. 78. Амебоидная подвижность симпласта с аберрантной спикулой после воздейст- 
вия цитохалазином В (1 мкг/мл, 15 мин) и последующей отмывки; интервалы между 
кадрами около 1 мин (Исаева, Чуриков, 19886) 


Рис. 81. Форма кристаллов кальцита при неорганической минерализации 


гранулы кальцита вблизи предсуществовавшей спикулы (рис. 79), по-ви- 
димому, вследствие фрагментации синцитиального ансамбля. 

Постоянное пребывание клеток первичной мезенхимы 1 Уго в раство- 
ре колцемида (5-10 мкг/мл) или колхицина (10-20 мкг/мл) ингибирует 
движение клеток, слияние их в синцитии и полностью подавляет процесс 
спикулогенеза. Применение колхицина в концентрации 5 мкг/мл с 
начала культивирования ведет к неполному подавлению спикулогенеза 
и появлению немногочисленных округлых гранул кальцита. Обработка 
колхицином (5-10 мкг/мл через 19—24 ч в течение 5-7 ч) культур с уже 
начавшимся спикулогенезом приводит к потере расчлененности синци- 
тнальных ансамблей вследствие их фрагментации и коллапса. Продуци- 
руемые такими симпластами гранулярные спикулы чаще всего имеют 
= или многогранную р (рис. 80). 

| | | №. | Е ерические и многогранные ормы кристаллов кальцита, продуци- 

На ее т (а) и спикул (а, 6) после обработки ци и в клеточной культуре при воздействии ингибиторав, сходны с 

ами кристаллов углекислого кальция, возникающими в морскои 

Воде при неорганической кристаллизации в результате реакции между 

Углекислым калием и хлористым кальцием (рис. 81). При обработке 
7. Исаева В.В. 
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Рис. 82. Аберрантная морфология спикул после обработки клеточной культуры кол` 
хицином 


в, б- 10 мкг/мл, с 21 по 27 ч; в, 2- 5 мкг/мл, с 19 по 26 ч (Исаева, Чуриков, 19886) 


колхицином ' ранее появившиеся в трехмерных клеточных агрегатах спи" 
кулы продолжали расти, приобретая аберрантную форму. Длительное 
применение относительно низкой концентрации Колхицина (5 мкг/мл) 
приводило к росту предсуществовавших в клеточных агрегатах спикул в 
виде причудливых образований с множественными отростками (рис. 82). 

После длительной обработки цитохалазином или колхицином правил” 
ные трехлучевые спикулы в спикулогенных культурах были редкостью, 
тогда как в контрольных необработанных культурах преобладали трех” 
лучевые спикулы, сходные со спикулами эмбриона на стадии гаструлы. 

В тех же культурах при любой длительности обработки (с самого 
начала культивирования) цитохалазином (1-2 мкг/мл) или колхицином 
(5-10 мгк/мл) наблюдалась дифференциация пигментных клеток (рис. 
83), пля которых и в норме весьма обычна близкая к сферической форма: 
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Рис. 83. Пигментные клетки в культуре, дифференцировавшиеся при непрерывной 
инкубации в растворе цитохалазина В (2 мгк/мл) в течение 24 ч с начала культивиро- 


вания 


Маркером пигментогенеза служило появление и накопление красного 
пигмента эхинохрома. Применение более высоких концентраций ингиби- 
торов (5-10 мкг/мл цитохалазина или 20-50 мкг/мл колхицина) лишь 
несколько снижало долю пигментных клеток по сравнению с контроль 
ными культурами, 

Как известно, цитохалазины нарушают нормальную организацию акти" 
новых филаментов путем подавления полимеризации их на быстрорасту- 
щем конце (см. гл. 1. Микрофиламенты и их пучки (или сети) найдены в 
отростках клеток первичной мезенхимы и синцитиев (Тйпеу, С16Ыи$, 
1969: Каюум, ЗопизН, 1980). Показано, что обработка цитохалазином 
вызывает быстрое (в течение нескольких минут) исчезновение филопо- 
дий, с помощью которых клетки первичной мезенхимы прикрепляются к 
субстрату, перемещаются по нему и устанавливают межклеточные соеди- 
нения (Кагр, Зопатсь, 1985 Ъ). Обнаружено, что экспрессия гена цитоплаз- 
матического актина происходит во время выселения клеток первичной 
мезенхимы в бластоцель (см.: Апрегег, Оа\у1д5оп, 1984: ау! оп, 1989), а 
синтез этими клетками ряда специфических и неспепифических белков, 
в том числе актина, — во время цитодифференцировки (Нагкеу, Увие!еу, 
1982), причем диссоциация клеток не изменяет качественного паттерна 
синтезируемых белков, модифицируя его лишь количественно, и в част- 
ности усиливая синтез актина (МаоТоф, 1985). Обработанные цитохалази- 
ном синцитиальные ансамбли теряли свою расчлененную морфологию, 
превращаясь в компактные симпласты неправильной формы. Наблюдае- 
мая иногда подвижность обработанных цитохалазином и затем отмытых 
от него симпластов, как мы предполагаем, обусловлена разрушением 
ригидной цитоскелетной сети актиновых филаментов и взаимодействия 
их с миозином — подобно вызываемой воздействием цитохалазина 
амебоидной подвижности яиц морского ежа (см. гл. |. 
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Колхицин и колцемил, вызывающие, как известно, разрушение ми 
трубочек путем полавления их полимеризации, оказывали СХодное ь 
эффектом цитохалазина воздеиствие на морфологию спиКУлогенны, 
синцитиев. Микротрубочки клеток первичнои мезенхимы (Каюм, Зоя 
1980) и спикулогенных синцитиев эмбрионов морского ежа, По-Виду. 
мому, обеспечивают поддержание сложнои трехмернои аРХИТектонику 
синкулогенных ансамблей и процессы направленного внутриклеточног, 
транспорта в ходе спикулогенеза (СТЬЫп$ ет а|., 1969). Колхицин (10 
10° М), как и высокое гидростатическое давление, вызывал исчезнове. 
ние микротрубочеки потерю прежней вавзлеменнои морфологии, коллапс 
и фрагментацию синцития первичной мезенхимы в организме эмбрион, 
(ТИпеу, СЪЫту, 1969). 

Кристаллическая спикула на ранних этапах ее роста оказывается как 
бы слепком огромной спикулогенной вакуоли, и поэтому форма ее в 
общих чертах определяется архитектоникой синцитиального ансамбля 
первичной мезенхимы. При различных экспериментальных воздей. 
ствиях, влияющих на пространственное расположение клеток первичной 
мезенхимы ш мо, прослеживается корреляция между архитектоникой 
спикулогенных ансамблей и формой продуцируемых ими спикул (Ре. 
пап\, 1926; ОКагакт, 1962). Инкубация эмбрионов в искусственной морс- 
кой воде с десятикратно уменьшенным содержанием кальция и магния 
приводила к фрагментации и округлению спикулогенных синцитиев и 
возникновению в них кристаллов в форме многогранников, а при про- 
должении роста предсуществовавших трехлучевых спикул — к появле- 
нию многогранных поверхностей на концах спикулы (ОКагаКки, 1962). 

Обработка цитохалазином или колхицином, нарушая нормальную 
архитектонику спикулогенных симпластов, приводит к минерализации 
либо по неорганическому типу (подобно эффекту, вызванному умень- 
шением концентрации кальция и магния в воде - см.: ОкКагакЕ, 1962), 
либо с появлением аберрантных спикул причудливой формы. Универ: 
сальными чертами биоминерализации у различных типов животных 
являются способность концентрировать ионы из цитозоля в специализи: 
ое биоминерализации (нуклеации и ориен: 
(ИШЬшг, 1984). Проще бе. Роста) органическим матриксом 
нЕ а и ами при возникновении и ро 
разной *секреции вну р : ого ежа осуществляется посредством свого’ 
оли — гомологу клеток т.е. направленного к спикулогенной ваку 
органического материала в РАСТИ: АБОДОрТА С отложели 
цессы внутриклеточного внутри вакуоли (Керкис, Исаева, 1984). И про’ 
ОНО о АЯ общая архитектоника клетки, к 

м рганиз) ментами цитоскелета. Воздействие относи 
тельно высокими концентрациями ингибиторов, наруп х нормалР 
ную морчофункциональную организацию цитоскелета по-видимому 
существенным образом повреждает слета, по | нера- 
ыы механизмы контроля биоми я 
рапорта О УКИОНИрУЮЩИМИ ЛИШЬ механи 
комутипу. © 8 итоге минерализация идет по неоргани 
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И многогранники (ромбоэдр как одна из форм), и сферические кристал- 
лы углекислого кальция могут возникать при неорганической кристал 
лизации (Шаскольская, 1976; Елисеев, 1983). Нелинейные — сферические 
и дендритные — формы кристаллов в неживой природе появляются в усло- 
виях неравновесного роста при физико-химической гетерогенности 
среды (Блисеев, 1983). Вероятно, при биоминерализации анизотропия 
организации органического матрикса спикупогенной вакуоли, контро- 
лирующая органическую кристаллизацию в одних направлениях и преи- 
мущественный рост кристалла в других, в свою очередь определяется 
морфофункциональнойи архитектоникой цитоскелета синцитиального 
ансамбля. При действии относительно небольших концентраций ингиби- 
торов, вероятно, нарушаются, но не полностью выключаются механизмы 
контроля роста спикулы, что и приводит к развитию аберрантных форм 
спикул. 

Таким образом, при различных экспериментальных воздействиях 
выявлена преемственность пространственной организации клеточных 
ансамблей первичной мезенхимы и продуцируемых ими спикул личиноч- 
ного скелета и в организме эмбриона, и в культуре эмбриональных кле- 
ток морского ежа. Морфология спикул детерминируется цитоархитекто- 
никой спикулогенных ансамблей; интактный цитоскелет — необходимое 
условие нормальной экспрессии спикулогенеза, поскольку именно 
морфофункциональная организация цитоскелета контролирует и векто- 
ризует внутриклеточный транспорт и определяет цитоархитектуру. 
Воздействие ингибиторами, нарушающими морфофункциональную орга- 
низацию цитоскелета, существенным образом повреждает механизмы 
контроля биоминерализации. 

Исследование спикулогенеза м \уо и ш уЙго выявляет зависимость 
числа, расположения, размера и формы спикул от пространственного 
распределения клеток первичной мезенхимы и архитектоники форми- 
руемых ими спикулогенных синцитиальных ансамблей. Преемственность 
пространственных паттернов одноядерных мезенхимных клеток, много- 
ядерных синцитиев (или симпластов) и морфологии спикул — проявле- 
ние эпигенетической памяти надклеточных систем в ходе морфогенеза 
(см. гл. У]. В морфологии скелетных структур как бы записывается, в 
буквальном смысле окаменевает история морфогенеза спикулогенных 
клеточных ансамблей, буль то в нормальном эмбриональном развитии 
или в экспериментально измененных условиях. 

В спикулогенной клеточной культуре наблюдается полноценная цито- 
дифференцировка, прекрасным маркером которой на ультраструктурном 
Уровне являются центры кальцификации и спикулогенные вакуоли; 
конечным проявлением цитодифференцировки служит образование 
скелетных спикул. Однако в условиях м УЙго отсутствуют факторы, 
контролирующие в организме зародыша численность и пространственную 
упорядоченность мезенхимных клеток, что приводит К вариабельности 
морфологии спикулогенных синцитиев, симпластов и продуцируемых 
ими спикул. В спикулогенной культуре возможна` биоминерализация В 
одноядерной спикулогенной клетке, т.е. нарушение нормальной после 
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ловательности этапов слияния клеток и минерализации, разобщение Эти: 
двух проявлений специфическои цитодифферениировки. УСЛОВИЯ, 
культивирования наблюдаются и нарушения пространственной органи, 
зации спикулогенной мезенхимы с возникновением массивных Нерасчль. 
ненных симпластов и множества центров кальцификации. Однородна 
повышенная адгезивность искусственного субстрата ведет к Вариабел,. 
ности и неупорядоченности морфологии и размеров сиНцитиев, распла. 
тыванию клеток и синцитиев с образованием ламеллоподии, ВОоЗНикКновь. 
нию массивных симпластов, Искусственно созданная неоднородно 
адгезивности субстрата вызывает преимущественное прикрепление и 
перемещение первичномезенхимных клеток и синцитиев по участкам 
более высокой адгезивности. Все эти нарушения нормальной морфологи. 
ческой экспрессии программы спикулогенеза — следствие получения 
спикулогенными клетками аномальной позиционной информации. 
Позипионную информацию (МоШеп, 1969, 1970, 1985, 1989), определях. 
щую морфогенетические перемещения клеток первичной мезенхимы у 
их локализацию к началу спикулогенеза в ходе нормального эмбрис- 
нального развития, несут, по-видимому, специфические лигандные 
молекулы внеклеточного матрикса базальной пластинки (см. выше). Спе. 
цифичность же клеточной реакции на эти позиционные сигналы детерми- 
нируется набором рецепторов клеточной поверхности. Носкольку клетки 
спикулогенной линии морского ежа способны к автономной экспрессии 
программы специфических синтезов, все нарушения реализации Нор- 
мальной пространственной программы спикулогенеза (и морфологии 
спикул в итоге) в различных экспериментальных условиях определякт- 
ся, по`видимому, позиционной информацией, получаемой спикулоген- 
ными клетками в экспериментальных системах. Так, в среде с добавле- 
нием сыворотки крови на искусственном субстрате (стекле или пластике) 
адсорбируются лигандные молекулы (например, фибронектин); такой 
субстрат, очевидно, обладает высокой адгезивностью для спикулоген: 
ных клеток, распластывающихся на нем с образованием ламеллярных 
форм. 
Определяемый позипионными сигналам 
клеток первичной мезенхимы дете 
генных синцитиальных ансамблей, 
ков мезенхимных клеток. 
ника оказывается носителе 
процессе спикупогенеза в 
разом, реакции клетка-— 
морфогенетическую ро 


и пространственный паттерн 
рминирует архитектонику спикуло- 
возникающих путем слияния отрост: 
После образования синцития его архитекто- 
м позиционной информации, транслируемойв 
пространственный паттерн спикулы. Таким 05: 
субстрат и клетка-клетка выполняют ключевую 
ль в ходе спикулогенеза, 


Глава У 


МОРФОГЕНЕТИЧЕСКАЯ РОЛЬ КОНТАКТНЫХ РЕАКПИЙ 
КЛЕТКА-КЛЕТКА И КЛЕТКА-СУБСТРАТ 
В МИОГЕНЕЗЕ 1М УМТКО 


Образование скелетно-мышечных волокон у позвоночных живот 
ных - пример терминальной цитодифференциации, опосредованной В 
ходе эмбриогенеза цепью последовательных событий и сопряженной с 
экспрессией сложного комплекса специфических признаков. У заро- 
льшиа, уже прошедшего гаструляцию и нейруляцию, прилежащая к хорде 
и нервной трубке масса мезодермальных клеток сегментируется формирова- 
нием парных сомитов, разные участки которых дают разные производ- 
ные, и в частности клеточной материал миотома — скелетную мускула- 
туру. Клетки миотома мигрируют в медиолатеральном направлении, 
значительная часть их перемещается в зачатки конечностей. Мигриру- 
ющие миогенные клетки вытянуты по направлению их движения; нап- 
равляющими миграцию клеток ориентирами субстрата, по-видимому, 
служат коллагеновые фибриллы и, возможно, другие структурные ком- 
поненты внеклеточного матрикса, расположение которых обеспечивает 
контактное направление движения клеток (ТасоБ е! а1., 1979). В разви- 
вающейся почке конечности миогенные клетки также проявляют высо- 
кую инвазивность и мигрируют в проксимодистальном направлении, 
причем для направленной миграции этих клеток необходимо присут- 
ствие апикального эктодермального гребня почки конечности, возможно 
синтезирующего некий хемотактант (Ситре]-Рипо{ е{ а1., 1984; Гее, Еде, 
1989); помимо того, для нормальной пространственной организации 
мыши конечности необходимо влияние соединительной ткани и компо- 
нентов внеклеточного матрикса (см.: ее, Еде, 1989). 

Детально исследованы конечные этапы миогенеза главным образом на 
культурах миогенных клеток. Техника культивирования и1 уйго скелет- 
но-мышечных миобластов была разработана Конигсбергом (КогиезЪегр, 
1965, 1979), и.с тех пор миогенные культуры клеток птиц и млекопи- 
тающих широко используются в качестве модельной системы для иссле 
дования цитодифференциации. В ходе миогенеза т уНго проявляются все 
морфологические, физиологические и биохимические характеристики 
дифференцированного мышечного волокна (обзоры: Фридлянская, 1981: 
Реагзоп, 1980: пезноза, 1982; Тигпег, 1986). При нормальной дифференци- 
ровке скелетно-мышечного волокна как в организме, так и в условиях 
однослойной культуры морфологические признаки зрелого волокна 
проявляются поэтапно в определенной последовательности: после пери- 
ода репродукции одноядерных миобластов осуществляются их слияние 
(см.: Румянцев, Ерохина, 1981; НоНаег е+ а1., 1984; КогиезЪегр, РИзет, 1956; 
Кпифзеп, 1990) и затем миофибриллогенез с характерным паттерном 
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экспрессии специфичных для скелетной мыщцы изоформ сократите 
белков (см.: Е1беЬтап, 1982; НоЦ2ег е1 а|., 1984; Запрег е{ а]., 1984: На 
Зенчаиа, 1986; Зпоскаа1е, МШег, 1987; Наг!еу е{ а1., 1991). . 

Переключение от клеточной репродукции, контролируемой пептих, 
ными факторами роста, к реализации программы миогенеза осущечтля. 
ется специфическими миогенными регуляторными факторами, СВЯЗывак- 
шимися с регуляторными сайтами ЛНК и активирующими транскрипцих 
специфического набора генов мышечных белков Либо опосредованно 
влияющих на экспрессию генов (см.: О[5оп е{ а|., 1991). Таким образом, 
уникальные регуляторные гены могут контролировать детерминацию 
клеток миогенной линии (см.: ВЙаи, 1988; О!5оп её а1., 1991). Затем уже 
реализация мышечной дифференцировки определяется специфическим 
пространственно-временным паттерном геннои экспрессии (см.: Зо. 
тапп, Мо, 1985). 

В ходе дифференциации скелетно-мышечных клеток прсисходит 
существенная перестройка клеточной исубклеточной архитектуры, вов. 
лекающая мембранные системы (Ка!Чегоп, СИ\а, 1979; Кацйпап, Розег, 
1985; Кпийзеп, 1985) и опорно-сократительный аппарат клетки. Слияние 
миобластов опосредовано межклеточной адгезией, зависящей от появ- 
ления специфических гликопротеинов поверхности, в том числе молекул 
клеточной адгезии М№-САМ и М№-са@ренп (Кпифзеп, 1990; Кицазеп е{ 1. 
1990 а,5; В1осН, 1992). Эти молекулы — представители супергенного семей: 
ства иммуноглобулинов с множеством изоформ, возникающих как 
продукт одного гена, и посредники гомотипической адгезии клеток, 
прежде всего нервных (Еде]тап, 1987; Сиппаррат еЁ а1., 1987; Киб$Ваивег 
её а]., 1988). 

Цитоскелет одноядерных миобластов организован подобно цитоскеле: 
ту немышечных клеток. После слияния миобластов в миосимпласты 
осуществляется обширная реорганизация всей цитоскелетной сети и 
отдельных ее элементов: микротрубочек, промежуточных филаментов и 
актиновых филаментов с формированием типичной для миотубы ультра: 
структуры (Веппей её а1., 1979; Ридпеу, прет, 1979; НоЦхег ей 21, 1981; 
Рисе, 51прег, 1983; Упрег, Ридпеу, 1984; Тазззп е{ а]., 1985; АпНп еЁа]., 1986). 

Итак, история развития миогенной клеточной линии, ее детерминация 
и дифференцировка в скелетно-мышечные волокна включают Как 
взаимодеиствие мигрирующих клеток с внеклеточным матриксом, так И 
межклеточные взаимодействия в процессе цитодифференциации. Более 
того, на клетках зародышей шпорцевой лягушки получены прямые 
экспериментальные доказательства невозможности автономной, Ве зави’ 
сящеи от межклеточных взаимодействий экспрессии мышечной диф- 
ференциации, необходимости клеточных контактов для активации 
мышечно-специфичных генов альфа-актина {$ агрепеЁа}., 198 6}. 


ЛЬНЫх 
Умаг, 


МОДУЛЯЦИИ ФЕНОТИПА МИОГЕННЫХ КЛЕТОК 
В ОДНОСЛОЙНОЙ КУЛЬТУРЕ 


Сравнительно простые и экспериментально контролируемые условия 
клеточной культуры делают ее удобной системой для исследования 
оеакций клетка-субстрат и клетка-клетка. Использовали первичную 
культуру миогенных клеток бедренной мышцы куриного эмбриона, 
получаемую по модифицированной методике Конигсберга (КогирзЪеге, 
1960; Исаева, 1979, 19805). 

В однослойной культуре в среде с эмбриональным экстрактом наблю- 
далась типичная картина миогенеза (КошезЪБего, 1960; ВубсвоЙ, НоИзег, 
1969: миграция одноядерных миобластов (рис. 84), репродукция их с 
последующим выходом из митотического цикла и слиянием в удлинен- 
ные миосимпласты, дифференцирущиеся в миотубы с поперечной исчер- 
ченностью, способные к спонтанным сокращениям в условиях культуры. 

Индекс слияния миобластов в такой культуре достигает приблизи- 
тельно 50% (Керкис, Исаева, 1981а). Полноценная экспрессия мышечной 
дифференциации и развитие миотуб с типичной организацией саркоме- 
ров, однако, сочетается в однослойной культуре с нарушениями харак- 
терного для организма пространственного паттерна миогенеза: миотубы 
располагаются на поверхности субстрата неупорядоченно, . ветвятся и 
пересекают друг друга (рис. 85). Помимо миотуб типичной удлиненной 
формы, в однослоиной миогенной культуре возникают распластанные по 
поверхности субстрата атипичные миосимпласты в виде обширных 
многоядерных ламелл мультиполярной или треугольной формы (рис. 86, 
а). Если в типичных трубковидных миосимпластах (миотубах) появля- 
ющаяся по мере их дифференцировки исчерченность оказывается именно 
поперечной, т.е. перпендикулярной оси мышечной трубки, то в плоских 
мультиполярных миосимпластах и пространственный паттерн исчерчен- 
ности становится неупорядоченным (рис. 86, 6). 

Лля однослойной миогенной культуры характерно последовательное, 
”тандемное” расположение миобластов, т.е. возникновение цепеи или 
тяжей, в которых миобласты контактируют друг с другом своими ллин- 
ными концевыми отростками (см. рис. 84). Появление таких тяжей 
предшествует слиянию миобластов в линейно вытянутые миосимпласты, 
преобразующиеся в миотубы. Биполярные веретеновидные миобласты, 
контактируя одним концом с соседней клеткой, на своем свободном 
конце образуют ”поисковую” ундулирующую ламеллоподию (см. 
рис. 84). Столь же типична для миобластов и взаимная параллельная 
ориентация ”бок о бок”. 

Локальная параллельная самоорганизация миобластов особенно выра- 
жена при культивировании миогенных клеток в среде без эмбриональ- 
ного экстракта, когда слияние миобластов в миосимпласты подавлено и 
В слое миогенных клеток выделяются ”потоки” расположенных парал- 
лельными рядами миобластов, ориентация же отдельных потоков раз 
лична (рис. 87, а). Индекс слияния клеток в культуре без эмбрионального 


Рис, 84. Взаимная контактная ориентация одноядерных миобластов куриного зароды- 
ша в однослойной культуре 


мА 


Рис. 86. Ламеллярные мультиполярные симпласты в олнослойной миогенной культу- 
ре (а, 6): аберрантный неоднородный паттерн исчерченности (6) 


экстракта равен 6% и клеточная популяция представлена в основном 
клетками, морфологически неотличимыми от фибробластов (см. ниже). 
Бели через 4—5 сут роста культуры на ’бедной” среде ее заменить сре- 
доИ с эмбриональным экстрактом, то через 4 сут после смены срелы 
появляются многочисленные миотубы и индекс слияния достигает 40%. 
ри этом предшествующий паттерн пространственной организации одно- 
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Рис. 85. Пространственная организация мнотуб в однослойной миогенной КУ 
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Рис. 88. Планарные паттерны пространственной организации миосимпластов и миотуб с 
топологическими сингулярностями 


ядерных миобластов сменяется соответствующим пространственным 
расположением миотуб (рис. 87, 6). 

Преемственность паттернов пространственной организации одноядер- 
ных миобластов и многоядерных миосимпластов наблюдается и при 
постоянном культивировании миогенных клеток в среде с эмбриональ- 
НыЫМ экстрактом, лишь переход от одноядерных клеток к многоядерным 
симпластам и миотубам менее резок. Рассмотрение пространственной 
организации мышечных трубок и симпластов иной морфологии в одно- 
слойной культуре позволяет выявить четкие паттерны топологических 
сингулярностей (рис. 88) (см.: Исаева, Преснов, 1990). 

_ Как и в любой другой однослойной клеточной культуре, прикрепле- 
ние и распластывание миогенных клеток по поверхности искусствен- 
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Рис. 89. Рапиальный паттерн расположения миобластов и миотуб, обусловленный 


миграцией клеток из агрегата 
А 


ного твердого субстрата определяют плоскость, направляющую и огра- 
ничивающую процессы морфогенеза. Двумерность морфогенеза в одно- 
слойной миогенной культуре проявляется в расположении всех клеток и 
миосимпластов в единой плоскости. Отсутствие какой-либо анизотропии 
поверхности приводит к случайной пространственной организации би: 
полярных миобластов и разнородной ориентации возникающих впослед: 
ствии миотуб. Повышенная однородная адгезивность искусственного 
двумерного субстрата вызывает появление ламеллярных мультиполяр- 
ных симпластов с аберрантным латтерном исчерченности, т,е, отсут 
ствием типичной монотонности ориентации полос. 

Локальное параллельное расположение клеток (’потоки” клеток), 
подобное наблюдаемому в миогенной культуре на ровном субстрате, 
неоднократно описано для культур фибробластов и фибробластоподоб- 
ных клеток (Е15 дате, Ео]еу, 1969; Её дае, 1973; Езае, \Мазо!, 1976; Самой- 
лов и др., 1975; Уатада е{ а]., 1976). Параллельная взаимная ориентация 
фибробластоподобных клеток — следствие ‘контактной ориентации (см. 
ниже), тогда как пространственное взаиморасположение различных 
клеточных потоков зависит и от контактов клетка-клетка, и от контак- 
тов клетка-субстрат (Е154ае, Едеу, 1969; Е1здаГе, 1973). Элецейл впервые 
применил топологический анализ к описанию ппанарных паттернов, 
возникающих в конфлюэнтном слое фибробластов, и сравнил эти кар 
тины № уго с паттернами дерматоглифики (Е15дае, 1973; Е159а1е, \азоН, 
1976). Все найденные Элсдейлом в слое фибробластов типы топологичес- 
ких сингулярностей встречаются и в миогенной культуре (см.: Исаева, 
Преснов, 1990). Однослойная миогенная культура более удобна для ис- 
следования планарных паттернов самоорганизации клеточного слоя, так 
как пространственная структура потоков одноядерных клеток закреп- 
ляется и становится более четкой в процессе слияния миобластов © 
образованием миотуб. 
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Рис. 90. Образование клеточных мостиков между агрегатами миоблаетов (2) и диффе- 
ренциация миотуб по линиям натяжения между агрегатами 


Если к исходной суспензии диссоциированных миогенных клеток ку- 
риного эмбриона добавить сыворотку, происходит быстрая агрегация 
клеток. После прикрепления агрегатов в однослойной фазе возникают 
необычные пространственные паттерны миогенеза. Радиальная направ- 
ленность миграции клеток из Каждого агрегата приводит К появлению 
радиального же (рис. 89) или звездчатого (рис. 90, а) паттерна располо- 
жения одноядерных миобластов и затем миосимпластов и миотуб. Сосед- 
ние агрегаты соединяются тяжами миобластов, контактирующих друг с 
другом своими концевыми отростками (рис. 90, а). В ходе последующего 
миогенеза миобласты, образовавшие мостики между агрегатами, слива 
ются с преобразованием в миотубы (рис. 90, 6). В итоге миотубы разви: 
ваются почти исключительно по линиям, соединяющим агрегаты, в то 
время как степень дифференцированности в других участках такой 
Культуры мала. 
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Контактное ингибированне движения клеток (см.:Таске, 1986) служит 
механизмом, определяющим радиальный паттерн миграции миобластов из 
агрегатов, а образование миобластами цепочек приводит к установлению 
клеточных мостиков между агрегатами. Последовательное соединение 
тяжами или цепочками замечено у клеток различных типов (Геуу е{ а|., 
1976; МеЦег, Теа, 1976; ЕсКен е{ а|., 1977), в том числе и у миобластов 
(‘узнавание” готовыми к слиянию миобластами друг друга — Матего{, 
Мипаг, 1976). У выстроившихся цепями миобластов наблюдается появле- 
ние специализнрованных контактов и взаимопроникающих выростов 
соседних миобластов ш уЙто. Слияние миобластов превращает клеточ- 
ные мостики между агрегатами в миопласты и затем в натянутые мио- 
тубы с поперечной исчерченностью. В данном случае вполне очевидна 
стимулирующая миогенез роль механического натяжения соединяющих 
агрегаты миосимпластических мостиков. Стимулирующая миофибрил- 
логенез роль механического натяжения уже убедительно доказана 
Ванденбургом на культивируемых клетках скелетных мышц (Уапдеп- 
БитеНн, 1982, 1983). В случае же растяжения плоского мультиполярного 
миосимпласта одновременно в нескольких направлениях, определяемых 
точками его закрепления на субстрате, возникает неоднородный пат- 
терн исчерченности. Ветвление пучков миофибрилл и различная ориента- 
ция их в пределах одного миосимласта, что обусловлено, по-видимому, 
механическим натяжением симпласта в нескольких различных направле- 
ниях, ясно продемонстрированы на препаратах цитоскелета миосим- 
пластов в однослойной миогенной культуре ([5оЪе, ЗВипада, 1983). 

Таким образом, в однослойиной культуре наблюдаются существенные 
модуляции фенотипа мышечных клеток. Вследствие однородной адгезив- 
ности двумерного субстрата в однослоиной миогенной культуре прояв- 
ляются плоскостная контактная ориентация клеток и симпластов и тенден- 
ция к ветвлению миотуб, образованию мультиполярных ламеллярных 
миосимпластов с аберрантным неоднородным паттерном исчерченности, 
В однослойной миогенной культуре отчетливо проявляются планарные 
паттерны структурирования клеточного слоя с возникновением тополо- 
гических особенностей (точечных и линейных сингулярностей). Простран- 
ственная организация слоя миобластов и развивающихся из них миотуб 
преемственна: структура потоков” одноядерных клеток закрепляется и 
становится более четкой в результате слияния миобластов и образова- 
ния миотуб. : 

Наблюдаемые т уЙто отклонения от типичного для организма прост- 
ранственного паттерна миогенеза определяются контактными реакциями 
клетка- субстрат и клетка-клетка. Отсутствие клеточного и внеклеточ- 
ного окружения, несущего т \муо позиционную информацию, которая 
организует миогенез в трехмерном пространстве почки конечности и 
всего организма зародыша, вызывает анархизацию расположения мио` 
бластов и миотуб. В то же время контактные взаимодействия подвижных 
миобластов ведут К самоорганизации клеточного слоя с возникновением 
упорялочегных структур, отсутствующих в организме, 
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В клеточной культуре источником позиционной информации о прост- 
ранственном расположении миобластов и миотуб может быть анизотроп- 
ный упорядоченный рельеф поверхности субстрата-подложки. Изучено 
морфогенетическое влияние физических ориентиров поверхности, 
служащей субстратом для прикрепления и передвижения клеток #1 УИ то, 
на организацию миогенеза в пространстве (Исаева, 19806). Исследованы 
также особенности митотического деления миобластов, допускающие 
преемственность упорядоченной пространственной организации при 
слиянии миобластов в миосимпласты (Исаева, 1981в). 

На ровной поверхности всех использованных субстратов (нитроцел- 
люлоза, плексиглас, стекло} миобласты и развивающиеся из них миотубы 
располагаются описанным выше образом, ветвясь, пересекаясь и анасто- 
мозируя (см. рис. 85, 87, 88). На тех же субстратах с параллельной исчер- 
ченностью поверхности миобласты и миотубы располагаются вдоль 
бороздок субстрата, параллельно друг другу (рис. 91). На всех использо- 
ванных субстратах с упорядоченным микрорельефом поверхности угол 
между двумя отдельными миотубами, как правило, не более 20° и никог- 
да не превышает 30°, тогда как на субстратах с ровной поверхностью 
величина угла между миотубами варьируетот 0 до 90°. 

Мышечные волокна на исчерченных субстратах отличаются значи- 
тельно меньшей частотой ветвлений по сравнению с мыщечными волок- 
нами на ровной поверхности. Так, среднее число бифуркаций миотуб на 
плексигласе с ровной поверхностью составляет 13,7+3,8, на плексигласе с 
параллельными бороздками - 4,041,6, значимость различий очень высока 
(и = 10,9). 

Контактная ориентация заметно выражена у одноядерных миобластов. 
Типичные миобласты -— веретеновидные клетки с овальным, иногда 
значительно вытянутым по длинной оси клетки ядром. При контактной 
ориентации миобластов направление длинных осей клетки и ядра опре- 
деляется внешними ориентирами. Контактная ориентация миобластов 
вдоль физических ориентиров субстрата в период пролиферации клеток 
перед слиянием их в миосимпласты предваряет и определяет упорядо- 
ченное расположение мышечных волокон. Возможна активная контак- 
тная реакция на рельеф субстрата не только миобластов, но и миосим- 
пластов. В первые часы после прикрепления на исчерченном субстрате 
миосимпластов из суспензионной культуры (см. ниже) появляются 
симпластические языки”, выросты саркоплазмы с ядрами, направлен- 
ные преимущественно вдоль бороздок поверхности. 

Одноядерные клетки и многоядерные образования ориентируются 
также вдоль края субстрата-подложки, и эта ориентация сохраняется на 
некотором расстоянии от края. На узких полосках покровных стекол 
шириной не более 400 мкм) миобласты и миотубы располагаются продоль- 
Но по длинной оси полоски (рис. 92). Подобная упорядоченная органи“ 
Зация одно- и многоядерных элементов наблюдается и в промежутках 
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Рис. 91. Линейная контактная ориентация миобластов и миотуб на субстратах с упоря: С а 
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Рис. 94. Сохранение биполярной формы и контактной ориентации митотически деля- 
щимися миобластами 
Сверху вниз — анафаза, профаза, метофаза 


Рис. 32, Ориентация миобластов и миотуб, задаваемая физическими граничными ы 
ловиями — краями полоски стекла 
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Рис. 95. Контактная ориентация миобластов вдоль миотуб 
а— миобласты в метафазе и телофазе митоза; б — интерфазный миобласт 


между бороздками. Максимальная величина расстояния, на котором 
поддерживается организующее влияние ориентира (края покровного 
стекла и бороздки на субстрате-подложке), около 200 мкм. Механизмом 
передачи контактной ориентации, заданной физическим ориентиром 
острата, служит параллельное взаимное раёположение клеток. Таким 
зом, Кроме непосредственной контактной реакции миобластов на 
ны т к наблюдается также взаимная ориентация этих биполяР' 
х клеток бок о бок, расположение их параллельными рядами. 

п о оеся внутри‘ прямого угла, образованного краям" 
РоВНогО стекла, дугообразно изогнуты (рис. 93). ай 
и тически делящиеся миобласты не теряют своей биполяр"` 

в и Контактно-обусловленной ориентации (Исаева, 1981в). Подле 

“атис типичной для миобластов биполярной веретеновидной формы 
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перпендикулярна этой оси (рис. 94, 6). Миобласты в метафазе-телофазе 
становятся более утолщенными и компактными по сравнению с интерфаз- 
ными И профазными клетками, концевые отростки их утончаются, но не 
втяг иваются. 

Веретеновидная поляризованная форма миобластов в митозе наблю- 
далась и на субстратах с ровной поверхностью (см. рис. 84), и на поверх: 
ности с параллельными бороздками (рис. 94). В последнем случае мио- 
бласты и возникающие путем их слияния миотубы ориентированы упоря- 
доченно вдоль бороздок субстрата. Миобласты в митозе не теряют опре: 
деляемой рельефом поверхности субстрата контактной ориентации, 
передавая ее дочерним клеткам; ориентация митотического веретена 
всех делящихся миобластов одинакова или близка, будучи параллель- 
ной бороздкам субстрата. Перед слиянием миобластов в миосимпласты 
одноядерные клетки выстраиваются друг за другом цепочками, тяжа- 
ми: делящиеся в составе таких цепей миобласты сохраняют биполярную 
форму и видимые связи с соседними интерфазными клетками, и дочер- 
ние миобласты оказываются встроенными” в общий клеточный тяж (см. 
рис. 84). 

У миобластов, ориентированных вдоль поверхности миотуб, подобно 
сателлитным клеткам ш умуо, митотическое веретено располагается по 
длинной оси клетки, параллельно поверхности миотубы (рис. 95, @). 
Наблюдается и параллельная ориентация интерфазных миобластов отно- 
сительно миосимпластических образований; при этом миобласт плотно 
прилегает к поверхности миосимпласта, вытягиваясь вдоль нее (рис. 95, 


0. 

Кроме сохранивших биполярную форму делящихся миобластов, в 
культуре миогенных клеток встречаются и типичные для большинства 
культивируемых клеток сферические метафазные клетки. Доля сфери- 
ческих и веретеновидных метафаз различна на 2-е и 5-е сутки культивиро- 
вания. На 2-е сутки после эксплантации, в период интенсивной репродук- 
ции миобластов до начала слияния их в миосимпласты, доля сферичес- 
ких метафаз высока и составляет 68+7,5%. На 5-е сутки культивирования 
появляются способные к спонтанным сокращениям дифференцированные 
мышечные волокна; доля сферических метафаз падает до 19,7=8,3% от 
общего числа метафазных клеток, т.е. подавляющее большинство одно- 
ядерных репродуцирующихся клеток сохраняет в метафазе митоза 
типичную для миобластов биполярную веретенообразную форму. Мито- 
тически делящиеся биполярные миобласты, по-видимому, не теряют 
своих контактов с соседними клетками: прослеживаются связи тонких 
концевых отростков делящихся миобластов с отростками интерфазных 
миобластов. 

Кроме биполярных и сферических метафазных клеток, встречались в 
небольшом количестве (6,8+4,2% всех метафаз) своеобразные промежу” 
точные униполярные формы с односторонне расположенным отростком 
при неполном округлении клетки. Метафазные клетки мультиполярной, 


не облартоподкой формы наблюдались очень редко — около 0,15: всех 
етафаз. 4 
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Итак, упорядоченный микрорельеф Е т ЭКазывае: 
четко выраженное организующее влияние =. а —* о и МОРФологик 
дифференцирующихся на нем рений = ме СУбстратах 
цепочки миобластов выстраиваются = ы : › что приводит к 
такой же конечной ориентации миотуэ. конта С. ая ориентация фибр. 
бластов или фибробластоподобных клеток назтюдалась Вдоль тяж 

фибрина (№155, Сатоет, 1952), упорядоченно р ОАВННЫХ Фибрилл 
1<а|е 1972: Оуецопе, 1977), стеклянных нитей (с 
коллагена (Е1за!е, Вага, Е | и (Сич, 
\агае, 1964; Магоида, 1973; Бипп, Неа, 1976), полимерных волков 
(Славная и др., 1974), по бороздкам на субстратах с параллельной исчег. 
ченностью естественного (Васильев и др., 1971; М е15, Тау]ог, 1956) илу 
искусственного (Ровенский и др., 1971; Самойлов и др. 1975; Ме155, 195%. 
Бскег! е!а1., 1977; МсСантеу, Виск, 1981; ВгапеНе, 1986а; СЛагК её а1., 1987 
1990, 1991; Сигиз, СЛагк, 1990; ВиШапа е! а1., 1992) происхождения. Эпите. 
лиальные клетки в какой-то мере тоже проявляют контактную ориента. 
цию на субстратах с искусственными бороздками поверхности (Вгипене, 
1986; СЛагК её а1., 1990); при определенных условиях наблюдалась ориен. 
тация отростков нейронов вдоль бороздок (СШагК еЁ а1., 1990). на анизо: 
тропных в отношении адгезивности клеток субстратах найдено сходное с 
контактной ориентацией расположение клеток по линиям или участкам 
ей адгезивности (Иванова и др., 1977; Сацет, 1967; Гейоитеаи, 1975; 
Соорег еЁа1., 1976). Многократно продемонстрировано т уЙго преимущест- 
венное прикрепление и перемещение клеток по участкам поверхности, 
покрытым теми или иными компонентами внеклеточного матрикса, слу: 
жащего естественным субстратом для прикрепления клеток (см.: Исаева, 
Преснов, 1990а; Гасве, 1986). Описана ориентация миобластов и много- 
ядерных миотуб по узким полоскам коллагенового субстрата (Ватие?, 
А]етап, 1972) либо вдоль фибрилл коллагена (\Маггеп, 1981; Уозмзаю е 
а]., 1981), а также по определенным образом ориентированным отложени: 
ям фибронектина (Тигпег е! а1., 1983; Тигпег, СагБопено, 1984; Титег, 
1986). 

Миогенная культура представляет собой удобную систему для изуче: 
ния реакции клеток и надклеточных, миосимпластических образований 
на физическую структуру поверхности субстрата, а также исследования 
роли контактных явлений в дифференциации при переходе от клеточ 
ного к надклеточному уровню организации. На исчерченном субстрате 
ориентация миобластов соответствует его микрорельефу и однородна во 
всем клеточном слое. Контактная ориентация у миобластов сильнее 
выражена, чем у пругих типов клеток (Оуецопе, 1977), что связано, 
Вероятно, с высокой степенью их поляризованности. Направление дли" 


ных осей клетки и ядра определяется при контактной ориентаций Мио" 

олаЗов внешними ориентирами подобно тому, что наблюдалоср яЙ 

"оробластоподобных клетках (Васильев и др., 1971, 1975; Самойлов " 

др., 1975). После слияния миобластов развиваются длинные, ры 

че положенные миотубы, резко падает степень их ве 

я; морфология и расположение миотуб ИмИтИРУ 
мые ш \уо черты организации мышечной тка 


расположение мышечных волокон на субстрате с упорядоченным рель. 
ефом поверхности зависит главным образом от предшествующей контак- 
тной ориентации миобластов; наблюдалась также непосредственная 
контактная реакция миосимпластов. 

Контактная ориентация клеток, по всей вероятности, определяется и 
специфическими взаимодеиствиями рецепторов клеточной поверхности 
с лигандными молекулами внеклеточного матрикса, и чисто физичес- 
кими граничными условиями. Роль физических границ и ориентиров 
наиболее наглядна при исследовании поведения клеток т уго. Ориента- 
ция миобластов вдоль края стекла объяснима именно физическим огра- 
ничением возможности перемещения клеток (поскольку наиболее ве- 
роятно равномерное распределение адсорбированных на поверхности 
стекла лигандных молекул, источником которых в миогенной культуре 
служат сыворотка и эмбриональный экстракт). Линейная контактная 
ориентация клеток вдоль бороздок поверхности субстрата, по-видимому, 
тоже обусловлена прежде всего физическими ограничениями. 

Биологический механизм контактной ориентации клеток вдоль края 
субстрата или бороздки на его поверхности может быть связан с линей- 
ностью структурных элементов цитоскелета (Бипп, Неа, 1976). Биполяр- 
ная веретеновидная форма миобластов и трубковидная морфология 
типичных миосимпластов зависят от линейных цитоскелетных струк- 
тур - пучков миофиламентов и продольно ориентированных микротру- 
бочек (\Матеп, 1974; Запрег, Запрег, 1977). Дугообразная форма миотуб, 
”вписанных” в прямой угол края стекла, дает возможность оценить и 
степень ригидности, и меру гибкости структур цитоскелета, допуска- 
ющих плавный изгиб, но не сгибание миотуб под углом. У клеток с инои 
морфофункциональной организацией цитоскелета может проявиться 
иная реакция на форму субстрата: так, у эпителиальных клеток обнару- 
жено перегибание ламеллоподии в соответствии с геометрией субстрата 
(ВгипеНе, 19865). 

Дополнительным механизмом, поддерживающим контактно-обуслов- 
ленную ориентацию клеток, служит взаимное параллельное расположе- 
ние миобластов. Множественные параллельные ряды миобластов выстра- 
иваются вдоль бороздок или краев субстрата-подложки. Предельное рас- 
стояние, на котором взаимная ориентация миобластов передает и под 
держивает обусловленную топографиеи субстрата клеточную ориента- 
цию, оказалось весьма значительным — 200 мкм. 

Ориентация миобластов вдоль миосимпластов очень сходна с распо- 
ложением сателлитных клеток (Мий, 1970; с кака, 1970; Сатрюп, 1984). 
Подобная ориентация, а также контактное направление миграции клеток 
вдоль поверхности других, представляющее, по-видимому, один из 
реальных механизмов направленного движения, неоднократно обнару- 
жены т муо ит уго (см.: Исаева, Преснов, 1990а; Гаске, 1986). Параллель“ 
ная ориентация клеток вдоль других клеток или симпластов внешне 
сходна с контактной реакцией на ориентиры неживого субстрата. Боко- 
вое прилежание клеток может быть в различной мере обусловлено кэк 
чисто контактной их ориентацией (зависящей от физической формы 
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клетки-субстрата), так и специфической алгезивностью клеточных 
поверхностей. Контактная ориентация в миогенной культуре на ис 
ченной поверхности становится более выраженной при образов 
цепей миобластов и слиянии миобластов в многоядерные симпл 
Возникшие миосимпласты в свою очередь могут служить ориенти 
упорядочивающими расположение оставшихся миобластов. 

Преемственность ориентации длинной оси премитотической клетки и 
направления веретена деления, найденная у фибробластоподобных 
клеток (Васильев и др., 1974; Иванова и др., 1974), наблюдалась и у мио- 
бластов. Миобласты в отличие от других типов культивируемых клеток 
не теряют и в митозе своей веретеновидной формы и контактно-обуслов- 
ленной ориентации, передавая ее дочерним клеткам. что поддерживает 
упорядоченное клеточное расположение (Исаева, 1981 в). 

Обычное для культивируемых клеток округление в метафазе митоза 
объясняется деполимеризацией кортикальных актиновых микрофила- 
ментов и цитоплазматических микротрубочек и перераспределением 
актина и тубулина в связи с образованием митотического веретена и 
борозды деления (\МеБег е{ а|., 1975; Риймага, РоПага, 1978: АиЬт е! а]., 
1979).В цитоплазме митотически делящихся и остающихся при этом упло- 
щенными и мультиполярными клеток линии РАК, найдены небольшие ин- 
тактные пучки актиновых микрофиламентов (АцЫт её а1., 1979). у сохра- 
няющих вытянутую или мультиполярную форму при митозе т Уго 
миоцитов сердца лишь’ частично разрушается саркомерная зона (Соод, 
1975; КеПу, СвасКо, 1976): частичное сохранение упорядоченной органи- 
зации миофиламентов при митозе миоцитов сердна т уу ранее было 
показано Румянцевым (1973). Гладкомышечные клетки т муо также 
остаются удлиненными биполярными во всех фазах митоза (СаЬеПа, 
1979); при митозе миоцитов гладких мыши сократительный аппарат 
сохраняется в концевых частях миоцитов (Румянцев, 1977). 

У олноялерных скелетно-мьнцечных миобластов саркомерная органи- 
зация в норме отсутствует, хотя возможно ее возникновение при некото- 
рых экспериментальных условиях (НоНзег е{ а|., 1975; Тгонег, Матегой, 
1976); актиновые филаменты ориентированы параллельно длинной оси 
миобласта и располагаются под плазматической мембраной (Мо55 ей а1., 
1979). Возможно, филаменты питоплазмы всех мышечных клеток относи- 
тельно стабильны при митозе. 

Значительное повышение (примерно до 80% на 5-е сутки культивиро- 
вания) доли сохранивших веретеновидную форму метафазных миоб- 
ластов, вероятно, связано с ”созреванием” их (перед слиянием в мио- 
симпласты) и приобретением большей стабильности цитоскелета. Извест- 
но, что в неклонированной культуре клеток бедренной мыщцы куриного 
эмбриона около 20% всей популяции клеток составляют фибробласты 
(НаизсНКа, КошрзЪегр, 1966); фибробласты же куриного эмбриона типич- 
ным образом округляются в метафазе (З1ептап еЁа!., 1977). Возможно, на 
5-е сутки культивирования только Фибробласты принимают сферическую 
форму в митозе (наиболее выраженную в метафазе). Не исключена также 
сушественная роль в подлержании удлиненной формы делящихся миоблас- 


чер- 
ании 
асты. 
рами, 
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тов прочных и сохраняющихся в течение митоза контактов делящейся 
клетки с соседними интерфазными; именно на поздних сроках культиви- 
вания плотность клеток и вероятность контактов их высоки. Наличие 
своеобразных ”униполярных” форм метафазных миобластов с одним 
длинным отростком, возможно, подтверждает значение клеточных 
связей в определении формы делящегося миобласта. Известно, что 
отростки миобластов связаны специализированными клеточными кон- 
и взаимопроникающими выростами поверхности соседних 
клеток ($Випада, 1971; [1рюп, КогирзБегр, 1972; Ка!Чегоп еЁа!., 1977); деля- 
щиеся без округления миоциты сердца сохраняют свои контакты с сосед- 
ними клетками (Румянцев, 1973). 

Итак, контактная ориентация миобластов и миосимпластов вдоль 
ориентиров живого или неживого субстрата для их прикрепления (сосел- 
них миобластов и миотуб или бороздок искусственного субстрата) прояв- 
ляется весьма четко и совершенно. Митотически делящиеся миобласты 
способны поддерживать свою биполярную форму и параллельную борозл- 
кам субстрата : ориентацию, сохраняющуюся и у дочерних клеток. Ориен- 
тация митотического веретена почти всех делящихся ‘миобластов на 
исчерченном субстрате одинакова. На субстрате с ровной поверхностью 
направление длинной оси митотического веретена и всей сохранившей 
биполярную форму и контакты с соседними миобластами клетки совпа- 
дает с ориентацией общего тяжа миобластов, в который оказываются 
встроенными и дочерние клетки. Подобная одинаковая ориентация мито- 
тических осей миоцитов была найдена в гладкой мышще ш мо (СаБеЙа, 
1979). Направляемая ориентирами живого или неживого субстрата ориен- 
тация делящихся миобластов скелетнои мышцы или моделирующеи ее 
организацию системы ш уЙго может рассматриваться как механизм 
поддержания упорядоченности клеточнои системы и направленного 

а мышечных клеток. у | 
ая упорядоченной структурои поверхности субстрата а 
лельная ориентация прямых длинных мышечных волокон В оДностои = 
культуре лишь частично имитирует организацию нормальной ре 
(отсутствие трехмерности и организованных СОРДИНИХОЛЬНО ИНН Э = 
ментов), демонстрируя при этом ДОСтАТОНаОЕТЬ физической Е 
поверхности субстрата как фактора, организующего простр НЫ 
упорядоченный миогенез в однослоинои клеточнои культуре. р :4 
дочная ориентация мышечных волокон ш \1у0 нар = ны 1970) я 
нии нормальной тканевой организации — в саркомах т , са 
на начальных этапах регенерации измельченной р рае: 
мышцы (Сапзоп, 1970). Ориентация и морфология миотуб в рее 
сходны с наблюдаемыми при миогенезе ш уйго на субстратах 

‘нтация линейных мышеч- 
поверхностью. Нормальная параллельная ориентаци м. 
ных волокон в организме определяется совокупностью инь, 
ров, включающих и ориентированное расположение фи г я : 
ного матрикса, и определенную направленность механичее” стресса, 
другие влияния (см.: Карлсон, 1986). 
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МОДУЛЯЦИИ ФЕНОТИПА МИОГЕННЫХ КЛЕТОК 
В СУСПЕНЗИОННОИ КУЛЬТУРЕ 


В то время как однослойная миогенная культура — одна из сам 
ченных и часто используемых дифференцирующихся шт уйго Клеточны» 
систем, культивирование миогенных клеток в суспензии применялон, 
относительно редко (Мозсопа, Мозсопа, 1952; Мозсопа, 1956; Кетр, 197. 
Кпи@зеп, Ногий2, 1977). В упомянутых работах исследовались агрегация 
миобластов и влияние на нее ряда факторов, описано строение агрегатов 
и начало слияния миобластов, однако наблюдалось появление ЛИШЬ 
небольших миосимпластов с немногочисленными ядрами. Культивирова. 
ние миогенных клеток куриного эмбриона в суспензии было применено с 
целью исследования зависимости миогенеза от прикрепления к твердому 
субстрату (Исаева, 1979; Керкис, Исаева, 19816, 1983; Исаева, Керкис, 
1988). 

В суспензионной культуре миогенных клеток (Исаева, 1979) в первые 
же несколько часов культивирования возникают трехмерные клеточные 
агрегаты, размеры которых возрастают за счет присоединения одиночных 
клеток, митотического деления клеток в агрегатах, а также объединения 
мелких агрегатов в более крупные. Через сутки одиночных клеток в сус- 
пензии почти не остается. Через 4 сут максимальный диаметр округлых 
агрегатов достигает 1,5 мм, изредка возникают удлиненные конгломера- 
ты длиной до 5 мм и толщиной около | мм. 

Значения митотического индекса в агрегатах из суспензии (1,6% через 
24 чи 0,5% через 4 сут) оказались близкими к показателям для однослой- 
ной культуры (1,8 и 0,9% соответственно). Через 12 ч после начала культи: 
вирования суспензии агрегаты состоят из морфологически однотипных, 
одноядерных клеток (рис. 96), Обычны митозы клеток, составляющих та: 
кие агрегаты. Индекс меченых ядер после 12-часовой инкубации с?Н- 
тимидином достигал примерно 50% (рис. 97). 

Первые миосимпласты появляются через 24 ч. Индекс слияния в сус 
пензии несколько превышает этот показатель для контрольной однослой: 
ной культуры: через 24 ч в суспензии 9% ядер в симпластах, в слое на 
стекле - 1%, через 4 сут в суспензиях — 53%, на стекле — 49%. 

Существенно различна морфология миосимпластических образова: 
ний в суспензионной и однослойной культурах. Симпласты в однослой’ 
ной культуре обычно принимают типичную для миотуб морфологию с ли" 
нейным расположением овальных ядер, оттесняемых в зрелых миотубах 
поперечно-исчерченной миофибриллярной зоной на периферию. 

В суспензионной культуре мелкие агрегаты (до 50 мкм в диаметре) 
через 4 сут превращаются в сплошные симпластические шары (рис. 98): 
подсчитанное на серийных срезах число ядер в таких сферах достигает 
нескольких десятков. Центральная часть более крупных (50-150 мкм В 
диаметре) сферических миосимпластов вакуолизируется. В агрегатах С 
диаметром более 150 мкм через 4 сут периферическая часть образована 
массивной миосимпластической ”Корой”, часто неравномерной толщины 
и местами вакуолизированной, с беспорядочными скоплениями множесТ 
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ых изу. 


Рис. 96. Морфология агрегата миогенных клеток через 12 ч культивирования в сус- 
пензии (срез) 


‚ Фомим | 


Рис. 97. Включение ЗН-тимидина в клетки агрегата суспензионной культуры через 
12ч 


Рис. 98. Сферический миосимпласт (суспензионная культура, 4 сут) 


ва ядер (рис. 99). Форма ядер в миосимпластах из суспензионной культу: 
ры округлая или слегка угловатая (при сдавливании ядра соседними). 
Число ядер в толстом поверхностном миосимпласте крупных агрегатов 
достигает нескольких сотен. Как правило, в миосимпластах из суспензии 
отсутствует поперечная исчерченность, обычная для мыШеЗНЫХ волокон 
однослойной культуры. Лишь изредка в самых крупных (более 500 мкм 
В диаметре) агрегатах встречаются удлиненные миотубоподобные сим- 
Пласты с поперечной исчерченностью и упорядоченным расположением 
Ядер. 
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Ч ВИН Ни 
Рис. 100. Участок крупного агрегата с наружным миосимпластом, хондроцитополобиым 
и фибробластоподобными клетками внутри агрегата 


В центральной части 4-суточных агрегатов диаметром 150-500 мкм по’ 
толстым симпластическим слоем рыхло расположены фибробластополо 
ные клетки. Внутренняя часть самых крупных агрегатов (более 500 мк 
занята клетками, морфологически сходными с фибробластами и хондро" 
Читами, а также внеклеточным материалом (рис. 100). НИ 
Формирование сплошных сферических миосимпластов или и ь. 
стического наружного слоя крупных агрегатов — конечная фаза 


Рис. 101. Миосимпласты из сиспензионной культуры после прикрепления к субстрату 
@ — миосим пластические ламеллы, 5 — цитоплазматические отростки движущегося 
миосимпласта 


генеза в условиях суспензионной культуры. Через 6 сут культивирова- 
нии миосимпласты не становятся более дифференцированными, появ- 
ляются признаки дегенерации агрегатов (пикнотические ядра, разрушаю- 
щие клетки). В однослойной культуре на 5— 6-е сутки начинаются спон- 
танные сокращения дифференцированных мышечных волокон, слои 
эткрепляется от стекла и дегенерирует. ; 

После перенесения агрегатов из 4-суточной суспензии в однослойную 
Культуру они в течение 12-24 ч прикрепляются к стеклу и уплощают- 
ся, происходит выселение на стекло одноядерных клеток и ’растекание”, 
Продвижение миосимпластов языковидными выступами (рис. 101, а. 


Лвижущийся передний край миосимпластов, свободный от ядер, спосо- 
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Рис. 102. Удлинение миосимпластов и образование миотуб после перевода из суспен- 
зионной культуры в однослойную 
с — через 24 ч; б — через 3 сут 


бен к образованию псевдодиальных выростов (рис. 101, 6), характерных 
пля движения немышечных клеток. В течение 2—3 сут после перенесения 
агрегатов из суспензии на тверлый субстрат морфология миосимпластов 
изменяется, симпластические массы на стекле постепенно удлиняются, 
превращаясь в обычные для однослойный культуры миотубы (рис. 102, 
а). Через 3 сут однослойная культура, полученная из суспензионных агре- 
гатов, отличается от контрольной лишь сохранившимися кое-где остатка 
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рис. 103. Неорганизованное скопление ядер в миосимпласте из суспензии (Керкис, 
Исаева, 1983) 


ми крупных агрегатов, остальное же пространство заполнено сетью диф- 
ференцирующихся миотуб на фоне одноядерных клеток (рис. 102, 6). 

Было проведено сравнение ультраструктуры клеток и миосимпластов 
в однослойной культуре (Керкис, Исаева, 1981а), в суспензии, а также 
после перевода агрегатов из суспензии в однослойную культуру (Керкис, 
Исаева, 19186, 1983; Исаева, Керкис, 1988). 

В однослойной культуре ядра в миотубах располагаются, как правило, 
цепочкой вдоль их краев, тогда как центральная часть занята вполне 
сформированными пучками миофибрилл с четкой исчерченностью. При 
большем увеличении видны типичные для дифференцированных мышеч- 
ных клеток трубочки Т-системы и цистерны саркоплазматического рети- 
кула, образующие характерные для зрелого мышечного волокна контак- 
ты - триады. Показателем высокой степени дифференцированности миотуб 
является способность их к спонтанным сокращениям в условиях культу- 
ры, 


Для миосимпластов из суспензии характерны отсутствие типичной для 
дифференцированных миотуб упорядоченной пространственной органи- 
зации всех субклеточных структур, слабое и неполно? проявление комп- 
лекса морфологических признаков мышечной дифференцировки. 

Степень выраженности ультраструктурных признаков мышечной 
дифференцировки в миосимпластах из суспензии весьма разнообраз- 
на, варьируя от проявления всего комплекса признаков, характерных 
ДЛЯ дифференцированного мышечного волокна, до отсутствия экс- 
прессии каких-либо иных, КРОМ@ многоядерности, морфологически 
различимых черт мышечной дифференциации. В последнем случае много- 
Численные ядра в симпластах располагаются неупорядоченными скопле- 
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ниями (рис. 103). В разных частях о омоичеенсе В 
жение мышечной диффеденцировки может с" ит во 
части некоторых мносимпластов присутствуют | е дифференцир 

енные миофибриллы, типичные для мытшечны 


еречно-исчерч 
ные попер характерные для скелетно-мышечного волок 


и ЕТ 

клеток мембраны Т-системы, : 
на митохондрии с плотным матриксом и плотно упакованными па Е 
лельными кристами, другая же его часть выглядит как Участок фибро- 


бластоподобной ° Клетки С развитым аппаратом Гольджи, светлыми 
удлиненными митохондриями и крупными вакуолями, морфологически 
весьма сходными с секреторными гранулами фибробластов. 

В миосимпластах ИЗ суспензии на общем слабом фоне Проявления 
признаков дифференцированного ыШОЗНОЕО Во ОКНА ВОЗМОЖНЯ разная 
степень выраженности отдельных ультраструтурных черт миогенеза, 
Так, можно наблюдать беспорядочно разбросанные в цитоплазме ПУчки 
филаментов, в Каждом из которых эаметыа характерная для скелетной 
мышцы упаковка толстых и тонких нитеи, о выявляемая на срезах, 
в то время как саркомерная организация пучков отсутствует. В подоб. 
ных симпластах наряду с наличием пучков миофиламентов наблюдаются 
некоторые другие черты дифференциации мышечного типа: элементы 
Т-системы и саркоплазматического ретикулума, митохондрии ”мышечно- 
го” типа. Более полная выраженность дифференциации миофибрилл 
проявляется в наличии С-линии в некоторых (но не всех} пучках фила: 
ментов, при этом возможно неупорядоченное пространственное распо- 
ложение отдельных пучков (рис. 104). 

Нарушение нормальной пространственной организации на ультраст: 
руктурном уровне вообще наиболее характерно для миогенеза в суспен: 
зионной культуре: это и расположение пучков миофибрилл кольцеобраз- 
но вокруг ядра (Керкис, Исаева, 1983; Исаева, Керкис, 1988), и ”завихре- 
ния” миофибрилл в цитоплазме миогенных клеток (рис. 105). 

Характерный для дифференцированного мышечного волокна комп: 
лекс ультраструктурных признаков с многократно описанной типичной 
пространственной организацией всех структур найден лишь при опре 
деленных условиях в крупных клеточных агрегатах, центральная часть 
которых занята хондроцитоподобными клетками и внеклеточным мат 
риксом с коллагеновыми волокнами. Именно на таком коллагеновом 
субстрате располагаются наиболее дифференцированные миосимпласты 
наружного слоя агрегата, характеризующиеся хорошо выраженной сарко 
мернои организацией, развитыми тубулярной и саркоплазматическои 
системами, удлиненными и упорядоченно расположенными митохонх 
риями ”мышечного” типа, удлиненными ядрами с хорошо выраженным 
примембранным хроматином и ориентацией всех структур вдоль дли" 
ной оси миосимпласта (см.: Керкис, Исаева, 19816). 

Разная степень дифференциации пучков миофиламентов и органи’ 
зации их в саркомеры, вплоть до развития упорядоченной саркомерно! 
зоны с сопутствующим развитием Т-системы и саркоплазматической сет! 
наблюдалась не только в многоядерных симиластах, но и в одноядерных 
клетках агрегатов. Таким образом, в суспензионной культуре наблюдает 


Ыра. 
ДНой 
ОВан- 


128 


Рис. 104. Неупорядоченность пространственной организации миофибрилл в миосимп- 
ласте суспензионной культуры (Керкис, Исаева, 1983) 


Рис. 105. Кольцеобразное расположение филаментов в цитоплазме миосимпласта сус- 
пензионной культуры (Керкис, Исаева, 1983) 


последовательности этапов мио- 


ся и нарушение нормальной временной ея 
ыы - рованной саркомер" 


генеза: появление одноядерных клеток с дифференци 
НОЙ ЗОНОЙ. 

В цитоплазме миосимпластов из суспенз 
малочисленны, промежуточные филаменты обр 
Исаева, Керкис, 1988). №. 
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Ким наружным слоем (см. рис. 99, 100) рас 
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клетки двух-трех четко огличающихся друг от друга типов. В первую 
счерель следует упомянуть фибробластоподобные клетки, сходные с фиб- 
робластами соединительной ткани. Они обладают комплексом морфоло- 
гических черт, присущих активно секретирующим дифференцированным 
фибробластам: большое ядро с четким ядрышком, развитый аппарат 
Гольджи, гладкий и гранулярный эндоплазматический ретикулум, 
большое число секреторных гранул, занимающих иногда значительную 
часть цитоплазмы. Сходство не ограничивается морфологией; как показа- 
ли данные электронной радиоавтографии, такие клетки интенсивно 
включают ‘Н-пролин, являющийся полуспецифическим индикатором 
синтеза коллагена, волокна которого часто хорошо видны вокруг таких 
клеток (см.: Керкис, Исаева, 19816). 

В центральной части агрегата располагаются клетки, сходные с хонл- 
робластами, причем можно обнаружить целый ряд клеток с промежуточ- 
ной морфологией — от фибробластоподобных до хондроцитоподобных. 
Центр агрегата между этими клетками заполнен межклеточным вещест- 
вом, основным компонентом которого являются коллагеновые волокна. 
В него вкраплены отдельные клетки, морфологически сходные с хондро- 
цитами дифференцированного хряща. Клетки с мышечной морфологией в 
этой зоне агрегата не встречаются. Для центральной части крупных агре- 
гатов весьма характерны и клетки, напоминающие адипоциты (Керкис, 
Исаева, 19816). 

В течение первых суток после перевода из суспензии в условия вто- 
ричной однослойной культуры миосимпласты прикрепляются к стеклу, 
распластываются и движутся с образованием на переднем, ведущем крае 
симпласта псевдоподиальных выростов (см. рис. 101). При электронно- 
микроскопическом исследовании таких движущихся миосимиластов не 
обнаружено характерных для миотуб черт ультраструктурной организа- 
ции, Морфологически многоядерные симпласты вскоре после прикреп- 
ления к субстрату представляют собой распластанный мультиполярный 
синцитий с фибробластоподобной ультраструктурой. Ядра в таком синци- 
тии, Как правило, сосредоточены в центральной части, иногда очень 
близко друг от друга. 

На ведущем крае движущихся миосимпластов найдены пучки фила- 
ментов, сходные со стресс-фибриллами и подмембранными пучками мик- 
рофиламентов фибробластов, однако отличающиеся от типичных стресс- 
Фибрилл тем, что в них цоявляются уплотнения, являющиеся, по-види- 
мому, первым этапом формирования 7-дисков. В удлиненной части мио- 
симпласта, примыкающей к ведущему краю и также лишенной ультра- 
структурных черт дифференцированной миотубы, выявлены подмемб- 
ранные пучки филаментов, многочисленные продольно-ориентированные 
микротрубочки, здесь же параллельно микоотоубочкам распопагаются 
ряды промежуточных филаментов. В зоне скопления ядер появляются 
пучки миофиламентов с электронно-плотными телами формирующихся 
7-лисков (см.: Исаева, Керкис, 1988). 

В течение последующих 2-3 суток культивирования миосимпласты во 
вторичной однослойной культуре удлиняются и дифференцируются в 
миотубы с типичной ультраструктурой. | 
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доля дифференцирующихся по мышечному типу - 


Суспензионная культура миогенных клеток представляет собой весь: 
ма привлекательную модень пля изучения дифференцировки клеток в 
трехмерных агрегатах, допускающих большую по сравнению с олнослой- 
ной культурой полноту клеточных взаимодействий и частичную имита- 
ЦИЮ тканевои организации. Миогенные клетки образуют в суспензионной 
культуре агрегаты с тканеподобным, упорядоченным расположением 
клеток, существенно отличающихся по фенотипу как друг от друга, так и 
от исходных клеток (Керкис, Исаева, 19816). Клеточный агрегат суспен- 
ионной культуры миогенных клеток можно рассматривать как своеоб- 

саморегулирующуюся систему. Упорядоченная тканеспецифическая 
рассортировка клеток в агрегатах, образовавшихся из лиссоциирован- 
вых эмбриональных клеток разных типов, описана в классических рабо- 
тах Москоны (Мозсопа, 1956) и Гольтфретера (Нотеег, 1965). Степень 
гистотипической организованности в подобных клеточных агрегатах 
может быть очень высока, Проведенный нами электронно-микроскопи- 
ческий анализ агрегатов суспензионной миогенной культуры также пока- 
зап большое морфологическое разнообразие клеток, составляющих агре: 
гаты, однако в данном случае различные типы клеток возникают из отно- 
сительно однородной исходной клеточной популяции. 

Исходная клеточная суспензия, полученная в результате диссоциации 
бедренных мышц 11-суточных куриных зародышей, неизбежно содержит 
фибробласть, доля которых может достигать 20% (НаизсВКа, КотиезБеге, 
1966); вполне возможна примесь хондрогенных клеток. Клетки всех 
четырех линий дифференцировки, обнаруженных в суспензионных агре- 
гатах (миобласты, фибробласты, хондробласты, адипобласты), как извест- 
но, возникают из общего ствола мезодермальных клеток; детерминация 
миогенной клеточной пинии зависит от ключевых событий их жизненной 
истории (см. выше). Одним из экспериментальных доказательств близос- 
ти этих дифференцировок служит выделение фенотически нестабильной 
клональной линии клеток тератокарциномы, дающей миогенные, Фибро- 
адипогенные и фибробластические клоны (Рагтоп её а1., 1981). Есть 
данные с детерминации клеток миогенной линии в параксиальной мезо- 
дерме еще до образования сомитов, однако различные эксперименталь- 
ные воздействия, в частности, ретиноевой кислотой могут вызвать пере“ 
ключение от миогенеза к хондрогенезу (см.: Спеп, Зогэй, 1991). 

В суспензии миогенных клеток организованное расположение в 8" 
регатах клеток различного типа возникает, вероятно, и в ее 
рассортировки исходной смеси разных клеток, и вследствие изме го ь 
нормальной дифференцировки части клеток в исходной ообащыя А 
ляции, Возможность селективной пролиферации мезенхимных те - 
предшественников с последующей дифференциацией в хрящевые и кур 


вые клетки в центозльных частях агрегатов кажется маловероятной, тах 


тишк ка и 
Как митотическая активность Клеток агрегатов не слишком высо 


непродолжительна и составляет 1,6% через 24 чи 0,5% через 4 сут. Показз- 
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сь миогенных клеток вообще не выявляет. 
ся в виде дифференцированных ны этого ти ны при длительных 
сроках культивирования (Мозсопа, 1956; Мозсопа, озсопа, 1952), Возмож. 
НОСТЬ дифференцировки миобластов по хондрогенному пути продемонсе. 
рирована в массовой культуре А РВ клеток на костном СУбстрате 
(Моратти, ЦгЕ5, 1974; Апаегзой, Сипе5, 1977). б | 

Способность миогенных клеток к хондрогенезу у дительно доказана 
использованием клонированных миобластов ( Машап5оп, 1977). На Клони- 
рованных миогенных клетках скелетнои мышцы в однослоиной культу- 
ре получены поразительные фенотипические изменения: ‘превращение 
миогенных клеток в морфологически и биохимически неотличимые от 
фибробластов, хондроцитов и жировых клеток (АББон её а1., 1974; Зени. 
Бег, ГасотЫеге, 1976; [Арюп, 1977; Мафапзоп, 1977). Большинство этих 
изменений мышечных клеток - модуляции, т.е. обратимые изменения 
фенотипа, не сопровождающиеся потерей способности к миогенезу 
(Тлрюп, 1977). 

Учитывая совокупность приведенных данных, мы допускаем возмох- 
ность превращения миобластов в агрегатах из суспензии в клетки : фено:- 
типически идентичные или подобные фибробластам, хондроцитам и 
жировым клеткам. В трехмерных клеточных агрегатах суспензионной 
культуры возрастает роль клеточных взаимодействий и создается ани: 
зотропия условий в наружных и внутренних частях агрегатов. Вероятно, 
внутри агрегатов создаются условия, способствующие превращению ма- 
лодифференцированных миогенных клеток в фибробластические и хонд: 
рогенные. Известно, что выбор хондрогенного или миогенного направле- 
ния дифференциации мезенхимными клетками сомитов или почки ко- 
нечности эмбриона во многом зависит от условий культивирования. На: 
пример, достижение определенной ”критической массы” (СтоБяет, 
1965) клеточного материала способствует хондрогенезу (Е\И5оп е{ 21. 
1969; Ейскпрег, 1974, 1976). Условия гипоксии также стимулируют хонд: 
рогенез (Е!Изоп е{ а]., 1969). Нельзя не отметить, что и скученность кле* 
ток, и гипоксия характерны для центральных частей крупных агрегатов, 
где мы наблюдали наибольшую концентрацию хондроцитоподобных 
клеток. В.наших опытах ”эффект массы” постаточно ярко проявляется 
в морфогенезе агрегатов разных размеров из суспензионной культуры 
миогенных клеток. Вероятно, при определенных условиях нарушается 
реализация *мышечной” генетической программы и происходит перекле 
ПЕНИЕ а раму хондрогенеза, В пользу подобного предположения 
г ПО превращению миобластов в клетки, м 
кайт тезу специфических продуктов от фибробласт 
генную ев оо — вещества, способного изменит» 

Возможность превращения миобл етки 
показана как на первичных миогенных культурах, так и на клонирова"' 
ных миобластах при обработке их бромдезоксиуридином — аналогом 1" 
малина, включащимся в ДНК (В®Вой, Ноцеег, 1970; О’Меш, 51ск@а 
1972; Адато, Мойпаго, 1976; Тигпег е1 а]. 1976; Ио, 1977а, ь). Оказалось, 
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по фибробластоподобные клетки миогенного происхождения по своей 
льтраструктуре, а также функциональным характеристикам (синтез и 
секреция коллагена) не отличаются от фибробластов соединительной тка- 
ни (рот, 1977а, 5). Известно, что без добавления эмбрионального экс- 
тракта К питательной среде в первичной миогенной культуре наблюла- 
лись подавление слияния миобластов и образование миотуб (Наба, Атид- 
еп, 1972; Капитет, АМетап, 1972), однако детальнее фенотип миогенных 
клеток на`такой неполнои среде не был изучен. Проведено электронно- 
микроскопическое исследование модификации фенотипа миогенных кле- 
ток, становящихся фибробластоподобными в среде без эмбрионального 
экстракта и сохраняющими способность к миогенезу после перевода их 
на полную среду (Керкис, Исаева, 1981а). Весь комплекс ультраструктур- 
ных признаков таких клеток, а также наличие коллагеноподобных фиб- 
рилл в межклеточном пространстве свидетельствуют о том, что это актив» 
но функционирующая фибробластоподобная клетка, лишенная каких: 
либо морфологических признаков экспрессии миогенеза. Ультраструкту- 
ра миогенных клеток на среде без эмбрионального экстракта сходна с 
морфологией клеток, полученных Липтоном обработкой бромдезоксиури- 
дином ([лр®лп, 1977а); вполне вероятно, что модуляция фенотипа миоген- 
ных клеток, растущих на ”бедной” среде, связана с изменением экспрес- 
сии генома, что обусловлено отсутствием необходимых для миогенеза 
факторов, источником которых в клеточной структуре служит эмбрио- 
нальный экстракт. 
° Иная ситуация возникает при миогенезе в суспензионной культуре. В 
ланном случае клетки обеспечены полной питательной средой с добавле- 
нием сыворотки крови и эмбрионального экстракта. Такая среда в одно- 
слойной культуре допускает полноценную экспрессию миогенеза вплоть 
до развития сокращающихся миотуб. Условия культивирования миогенных 
клеток в суспензии (во вращаемых флаконах) отличаются лишь отсут“ 
ствием возможности прикрепления клеток к твердому субстрату. Слия- 
ние миобластов в суспензионной культуре не подавлено, однако сущест: 
венно нарушена пространственная организация миогенеза на клеточном 
исубклеточном уровнях. 

Слияние миобластов с образованием округлых миосимпластов (тус- 
БаШ5, туо5ас$) с атипичной клеточной и субклеточной архитектурой без 
развития миотуб наблюдалось в различных условиях культивирования, 
общей чертой которых является невозможность прикрепления к твердо 
МУ субстрату: при культивировании на неадгезивном для клеток субст- 
рате (Г.азз, ЕссНЪасНн, 1976; Кли@зеп, Ногийх, 1977; ЕвоВБасй, [а55, 1978; 
Рип, Тигпег, 1978; Рин её а1., 1980) и во вращаемой суспензии (Исаева, 

79; Керкис, Исаева, 19816, 1983; Исаева, Керкис, 1988), тогда как в конт 
Рольных однослойных культурах дифференцируются способные к сокр 
Щению зрелые миотубы. Известно, что форма клеток и 66 изменения опре" 
деляются цитоскелетом, опорно-двигательной системой клетки и ый 
рОЙка, специализация цитоскелета, играет очень существенную, если # 
ключевую роль в процессах цитодифференциации и, в частности, в ый 
чезе. Поддержание типичной удлиненной трубковидной формы мио 
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зависит прежде всего от организации системы микротрубочек: разруще. 
ние микротрубочек колхицином или колцемидом приводит к превраще. 
нию нормальных миотуб в мышечные мешки с несрганизованно лежащи- 
ми ядрами (ВизсвоН, Но|тет, 1967; \атеп, 1974; Рикида е{ а1., 1976; Ноцие: 
ет а1., 1985; НШ е! а1., 1986; баноН еЁа!., 1988). 

Мышечные мешки отличаются от нормальных миотуб отсутствие, 
микротрубочек (ЕиКида её а1., 1976; ЗаНов е1 а1., 1988) и дезорганизацией 
саркомерной зоны (Еикида е{ а1., 1976; НИ е! а1., 1986). Подобные черть 
строения миосимпластов из суспензии наидены и нами. На основании 
этих данных можно предположить, что атипичная Форма и отсутствие 
нормальной упорядоченной субклеточной архитектуры обусловлены 
нарушением формирования цитоскелетных структур, служащих основой 
для организованного миофибриллогенеза. Предположение об организукю- 
щей роли цитоскелетных элементов в сборке миофибрилл уже было выс. 
казано (Рийюп, 1981). Экспериментально показана на культивируемых 
сердечно- и скелетно-мышечных клетках возможность постепенного за- 
мещения структур, подобных стресс-фибриллам, развивающимися в 
тесной ассоциации с ними миофибриллами (2112052 её а1., 1984; Нохег 
е! а1., 1985а, 5; Апйл е{ а1., 1986). 

В свою очередь подавление нормальной сборки и организации микро- 
трубочек, микрофиламентов и других элементов цитоскелета в суспен: 
зионной культуре обусловлено, вероятно, невозможностью прикрепле- 
ния к твердому субстрату ш уйго, дающему механическую опору и обес- 
печивающему натяжение миосимпластов, необходимое для ориентиро- 
ванной сборки элементов цитоскелета. Стимулирующая и ориентирую- 
щая роль механического натяжения в миофибриллогенезе эксперимен- 
тально доказана на культивируемых скелетно-мышечных клетках (\Уап- 
депигрВ, 1982, 1983). При невозможности прикрепления к твердому 
субстрату в миосимпластах пучки миофибрилл оказываются закрученны" 
ми вокруг ядер, что уже было ранее отмечено у скелетно-мышечных сим- 
пластов (Рий е{ а1., 1980) и сердечно-мышечных клеток (ВесНет еЁ а1. 
1985), или других субклеточных структур, вероятно становящихся В 
таком случае неким каркасом, опорой для сборки пучков миофибрилл. 

Характерными чертами миосимпластов из суспензии являются неупо- 
рядоченность ультраструктурной организации миосимпластов, слабая 
выраженность и разобщенность проявления отдельных признаков цито` 
дифференцировки, нарушение последовательности этапов миогенеза. 
Нарушение нормальной временной последовательности этапов миогене: 
за, т независимое проявление черт дифференцированного мышечного 
волокна, наиболее четко выражено в разобщении слияния миобластов в 
миосимпласты и экспрессии остальных морфологических признаков мы" 
шечной дифференциации. Если при нормальном миогенезе слияние миб- 
бластов предшествует миофибриллогенезу, то при некоторых экспери” 
ментальных условиях в миогенных клеточных культурах возможны 


разобщение этих двух процессов и дифференциация саркомеров в одно 
ядерной клетке (Ое!ашт, 1975; Адато, Мо!паго, 1976; Матегой, Мее, 
1976; Тхоцег, МатегоЙ, 1976). В суспензионной миогенной культур? МЫ 
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наблюдали появление и одноядерных клеток с дифференцированной 
саркомернои зонои, и многоядерных миосимпластов, лишенных осталь- 
ных мышечных признаков, а также экспрессию отдельных ультраструкт- 
турных признаков миогенеза (пучки миофиламентов, митохондрии ”мы- 
печного” типа, элементы Т-системы) в разной мере, вплоть до полной 
дифференцировки всего комплекса типичных для мышечного волокна 
струкТУР. 

Независимое и неполное проявление некоторых признаков цитодиф- 
ференциации отмечено в однослойных культурах миогенных клеток и в 


‚ опухолях мышечного происхождения (Фридлянская, 1972; Вахтин, 1974, 


Вахтин, Швембергер, 1981), а также у гибридов клеток нейробластомы 
или гепатомы с другими соматическими клетками (Рингерц, Сэвидж, 
1979). Подобно признакам миогенеза, проявление отдельных черт цито- 
дифференциации у гибридных клеток нейробластомы может быть непол- 
ным, ступенчатым; наблюдается как независимая экспрессия некоторых 
отдельных признаков, так и координированное проявление всего набора 
их (Мпа е! а1., 1972). Разнообразие проявлений отдельных черт мышеч- 
ной дифференцировки в суспензионной культуре миогенных клеток 
сходно с наблюдаемым у злокачественных миобластов спектром откло- 
нений от нормального миогенеза (Вахтин, Швембергер, 1981). Атипич- 
ность проявлений миогенеза у злокачественных миобластов обусловлена 
наследуемыми на клеточном уровне изменениями, тогда как нарушения 
миогенеза в суспензионной культуре носят характер модуляций и обра- 
тимы, т.е. представляют собой своеобразные ”’фенокопии” наследствен- 
ных изменений, описанных для малигнизированных клеток миогенного 
происхождения. Совокупность приведенных фактов свидетельствует о 
возможности в экспериментальных условиях раздельного, независимого 
контроля экспрессии некоторых признаков цитодифференцировки и 
поэтапной регуляции их проявления. 

В суспензионной культуре миогенных клеток миобласты агрегируют и 
сохраняют способность к репродукции и последующему слиянию в мио- 
симпласты. Известно, что нормальные, нетрансформированные клетки, 
как правило, не способны к репродукции ш уго без прикрепления к ис- 
кусственному твердому субстрату; это правило справедливо и для 
миобластов (КаиЙтап, РагК$, 1977). Однако в агрегатах клетки делятся в 
условиях суспензионного культивирования. Описана также пролифера- 
ция в агрегатах клеток ЗТЗ (Сагипо, СегзсЬтап, 1977); можно присоеди- 
НИТЬся к заключению авторов о создании в трехмерных клеточных агре- 
гатах условий, заменяющих прикрепление клеток к искусственному 
твердому субстрату, а также об отсутствии в агрегатах контактного ин- 
гибирования деления клеток. Однако слияние миобластов в суспензион- 
ной культуре ведет к возникновению атипичных сферических или пузы- 
певидных миосимпластов. Близкая к нормальной дифференциация сар” 
Комеров найдена лишь в крупных агрегатах с хорошо развитым внекле- 
точным коллагеновым матриксом (известно, что коллаген стимулирует 
миогенез: НаизсНКа, КопуезБега, 1966; НаБа её а1., 1975); при этом высок 
степень мышечной дифференциации связана с координированным прояг” 
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лением этих признаков и типичной пространственной организацией всех 
структур. Неполная, частичная экспрессия мышечнои дифференцировки 
в миосимпластах суспензионной культуры может вызываться блокирова- 
нием миогенеза на различных его этапах в условиях отсутствия подходя- 
щего для прикрепления миогенных клеток субстрата. 

Обнаружено, что прикрепление клеток или их агрегатов к твердому 
субстрату = необходимое условие дифференциации по крайней мере 
некоторых типов клеток или клеточных систем 1 уйго: ’эмбриоидных 
тел” тератокарциномы (беатваг; Мате, 1974; аск в! а1., 1975), клеток 
нейробластомы (Флссо её а!., 1975) и ранних мышиных эмбрионов (Рлеп- 
комЗКЕ е{ а1., 1974). В частности, прикрепление агрегатов клеток терато- 
карциномы стимулирует дифференцировку их по. миогенному пути 
(Сеатвап, Миних, 1974). Есть данные (Ри е{ а1., 1980), что в миогенной 
культуре при невозможности прикрепления к субстрату электрофорети- 
чески обнаруживаются все основные белки, свойственные дифференци- 
рованным мышечным клеткам, однако конечные этапы миогенеза, свя- 
занные с дифференциацией миотуб, не осуществляются. Возможно, клю- 
чевую роль в реализации терминальных этапов миогенеза играют зави: 
симые от контакта с субстратом или другими клетками изменения плаз- 
матической мембраны и связанных с ней элементов цитоскелета, орга: 
низующих сборку и расположение миофибрилл (РитЕ её а1., 1980). Однако 
при определенных экспериментальных условиях (обработка канцероге- 
ном) возможно и нарушение нормальной координации синтеза мышечных 
белков (Но\2ег е{ а1., 19865). Более того, на первичной культуре миоген- 
ных клеток куриного зародыша показано, что для экспрессии по крайней 
мере одной из специфических изоформ мышечных белков (тяжелой цепи 
миозина) необходима сократительная активность миотуб (Сегпу, Вапё: 
пап, 1986), т.е. необходимо и механическое натяжение миотуб как чисто 
физическое условие сокращения. 

После прикрепления миосимпластов из суспензии к твердому субстра- 
ту упорядочение субклеточной пространственной организации прояв: 
ляется сначала в ориентации по продольной оси удлиняющегося мио- 
симпласта возникающих заново микротрубочек и подобной же ориента* 
ции промежуточных филаментов и подмембранных пучков микрофила- 
ментов. 

Наличие структур, подобных стресс-фибриллам немышечных фибро: 
бластополобных клеток, коррелирует с немышечным типом подвихж” 
ности миосимпластов в этот период. В ходе нормального миогенеза 
перестройка организации цитоскелета с переходом от немышечного 
типа к скелетно-мышечному с соответствующей сменой форм сокра’ 
тительных белков в результате включения экспрессии набора ”Мы- 
шечных” генов происходит вслед за слиянием миобластов в миосимплас- 
ты, Переход от немышечной организации цитоскелета к типичной для 
зрелых миотуб. происходит в течение 1-2 сут после перевода миосим- 
пластов из суспензии в условия однослойной культуры, что лает воз 
можность наблюления немышечного типа полвижности миосимпластов 
вскоре после их прикрепления к твердому субстрату. Такого рода пол" 
вижность миосимпластов в условиях культивирования ранее наблюда- 
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лась Как весьма редкое и случайное событие (\УП4е, 1959: Соорег, Когие: 
ретв, 1 961). 

Описано также развитие цитоскелетных структур движущихся мио- 
симпластов, возникающих из миосаков после прекращения лействия 
колцемида или нокодазола (ЗаНоп е| а|., 1988). На растущем конце мид- 
симпласта появляются И всего микротрубочки и десминовые фила- 
менты; подобные стресс-фибриллам пучки актиновых филаментов рас- 
полагаются В некотором отдалении от вершины симпластического отрост- 
ка, Эти данные, полученные техникой иммунофлуоресценции, а также 
применением родаминфаллоидина, привели авторов к заключению об от- 
зетственности микротрубочек за удлинение миотубы (байоН е1 а|., 1988), 
то вполне согласуется с результатами других исследований роли цито- 
скелетных структур в морфогенезе миотуб. 

Лишь после перевола клеток из суспензионной культуры в олнослой- 
ную и их прикрепления к субстрату развиваются нейриты клеток нейро- 
бластомы (Хиссо е{ а1., 1974), стимулируется миогенез мультипотентных 
стволовых клеток тератокарциномы (Сеааг, Мпи, 1974), атипические 
массивные миосимпласты превращаются в нормальные мышечные волок- 
на. Контакт клеток с твердым субстратом играет в этих случаях роль 
триггера процессов цитодифференциации, связанных с существенным 
изменением клеточной морфологии. 

Тверлый субстрат, очевидно, дает механическую опору, обеспечивая 
прикрепление и натяжение миосимпластов; сборка же элементов цито- 
скелета — микротрубочек и микрофиламентов, по-видимому, зависит от 
локальных механических напряжений (Пучинская, Белоусов, 1977; Бе- 
лоусов, Мещеряков, 1986; Коеза, 1986Ъ). В крупных агрегатах миогенных 
клеток, достигших определенной ”критической массы”, создается доста- 
точный для натяжения миосимпласта клеточной субстрат и тем самым 
условия дальнейшего морфогенеза и дифференциации поперечно-исчер- 
ченной саркомерной зоны. 

Элементы цитоскелета немышечного типа могут служить основой для 
морфогенеза организованной саркомерной зоны, как это показано в дру- 
гих экспериментальных условиях на скелетно- и сердечно-мышечных 
клетках (П!арося е{ а1., 1984; НоНиег е{ а|., 1985а, 5; Апёп е{ а1,, 1986). Мы 
полагаем, что в использованной нами .экспериментальной системе цито- 
скелет миосимпластов полобным образом организует сборку постепенно 
замещающего его опорно-сократительного аппарата дифференцирован- 
ных миотуб. Возможно, в построении цитоскелета немышечного типа 
принимают участие немышечные изоформы сократительных белков (при- 
СУтствующие не только в миобластах, но и в дифференцированных клет- 
ках скелетных и серлечных мышц наряду со специфичными мышечными 
изоформами) (например: О!еу е! а1., 1988; Сопгаа её а!., 1991) и переход к 
я организации сопряжен со сменой изоформ сократительных 

В. 
и На фенотипическое проявление признаков дифференциации й 
‘вируемых скелетно-мышечных Клеток весьма лабильно и зависит от 
Условий культивирования; сравнение миогенеза в организме ив клеточ- 
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вас культуре позволяет приблизиться к пониманию факторов, 
ющих экспресс ве 

та ое. на субклеточном, клеточном и надкле- 
точном уровня? рганизации. Ключевыми событиями в контроле экс. 
прессии миогенеза оказываются контактные реакции клетка- субстрат и 
клетка- клетка, тогда как факторы жидкой питательной среды необхо- 
димы, но не достаточны для полноценной мышечной дифференцировки. 
Отсутствие возможности прикрепления к ригидному субстрату, обеспа- 
чивающему опору и тем самым условие для механического натяжения 
миосимпластов, не препятствуя агрегации и слиянию миобластов, ведет 
к поразительному изменению цитоархитектоники: вместо миотуб появ- 
ляются сфероидные симпласты, практически лишенные микротрубочек, 
вместо линеиной саркомерной зоны — завихрения пучков миофиламен- 
тов. Зависимость нормальной экспрессии миогенеза от прикрепления к 
ригидному субстрату подтверждается и превращением симпластов из 
суспензии в миотубы после перевода в однослойную культуру. 

Ригидный субстрат необходим для дифференцировки миотуб — однако 
пространственное расположение миотуб контролируется дополнительны- 
ми позиционными сигналами. В однослойной культуре миотенных 
клеток однородная, равномерная адгезивность искусственного двумер- 
ного субстрата приводит к двумерности возникающих морфогенетичес- 
ких паттернов, Появлению ламеллярных миосимпластов, ветвлению мио- 
туб, образованию мультиполярных миосимпластов с аберрантным не- 
однородным паттерном исчерченности, зависящим, По-видимому, от 
механического натяжения симпласта одновременно в нескольких раз- 
личных направлениях. В свою очерель изотропная адгезивность субстра- 
та т уго определяется, вероятно, равномерным распределением адсор- 
бированных из жидкой питательной среды, содержащей сыворотку крови 
и эмбриональный экстракт, лигандных молекул внеклеточного матрик- 
са, прежде всего молекул фибронектина. Показано, что фибронектин 
опосредует прикрепление миобластов 1 уИго; антитела к фибронектину 
почти полностью блокируют прикрепление миобластов; обычным источ- 
ником фибронектина в клеточных культурах служит сыворотка крови 
(см.: Тигпег, СтЬгаНег, 1985). 

В экспериментальных условиях позиционную информацию о прост 
ранственном расположении миобластов и миотуб дают физические гра- 
ничные условия — плоскости и линии, ограничивающие прикрепление и 
перемещение миобластов. В однослойной культуре биполярных миоген 
ных клеток очень ясно выражена контактная ориентация. На субстратах 
с параллельной исчерченностью миобласты ориентируются вдоль бороз: 
лок поверхности; существенно снижается число ветвлений миосимплас” 
тов по сравнению с культурами на ровной поверхности. ее 
физическими ориентирами субстрата упорядоченное расположение — 
ток поддерживается и усиливается двумя типами взаимной Клео зы 
ориентации: параллельной (ок о бок) и последовательнои (конец в 2 
„е.). Параллельная ориентация мышечных волокон на Е - $ 
рядоченным микрорельефом имитирует ориситацию, "=. р И 
скелетной мышце т уИго (хотя в организме и ригидный суостре*» ^ 


контроли- 
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ционная информация о пространственной организации миогенеза = от 
направления миграции миобластов до паттерна дефинитивных мышеч: 
ных ВОЛОКОН — обеспечиваются трехмерным клеточным и внеклеточным 
окружением — см. выше). 

_ упорядоченное расположение клеток и миотуб параллельно краю 
стекла-подложки поддерживаются на расстоянии до 200 мкм (12-18 ря- 
В клеток); в данном случае позиционная информация, заданная физи- 
ческим ограничителем, передается путем межклеточных взаимодействий 
(контактной параллельной ориентацией клеток). Премитотическая кон- 
тактная ориентация миобластов вдоль бороздок поверхности субстрата- 
подложки или вдоль миотуб поддерживается у биполярных лелящих- 
ся клеток в течение всего митоза и сохраняется у дочерних клеток, что 
может служить механизмом поддержания упорядоченного расположения 
миобластов и направленного роста как т уцго, так и т мо. 

Отсуствие в однослойной культуре каких-либо линейных ориентиров, 
контролирующих и упорядочивающих пространственную организацию 
миогенных клеток, допускает возможность самоорганизации, структу- 
рирования потоков движущихся миобластов с возникновением новых 
пространственных паттернов, не встречающихся в организме и сходных с 
узорами дерматоглифики. Образование таких паттернов обусловленс 
игрой межклеточных взаимодействий — контактного ингибирования лви: 
жения и контактной параллельной ориентации клеток, а также значи: 
тельно более общими, топологическими ограничениями, что подробнее 
рассмотрено в гл. \1. 


Глава \ 


ц т ТИИ ‚РЕНПИРОВАНН 
`НЕТИЧЕСКИЕ РЕАКЦИИ ЛИФФЕРЕ1 ЫХ 
К ЛЕТОК: ЦЕЛОМОЦИТОВ И ГЕМОЦИТОВ 


Морфогенез на уровне отдельной клетки можно рассматривать вслед 
за Уодлингтоном (1964) как цитодифференциацию одиночной клетки, 
что вполне традиционно в цитологии и протозологии. аи подход пред. 
ложен Ю.М. Васильевым (Васильев, Гельфанд, 1981; УазШеу, 1982, 1987) - 
взгляд на процессы морфогенеза на клеточном уровне как контактное. 
обусловленные реакции на искусственный субстрат при культивирова. 
нии соматических клеток т уго, а также как межклеточные взаимодей- 
ствия (Типкацс, 1984; Гаске, 1986). Оба аспекта клеточного морфогенеза - 
и необратимый, подобный или идентичный цитодифференциации, и обра- 
тимые реакции на клеточное и неклеточное окружение — можно иссле. 
довать на клетках целомической и (или) гемальной жидкостей тела игло- 
кожих и моллюсков, Это клетки ”быстрого реагирования”, осуществляю. 
щие защитные реакции в организме иглокожих и моллюсков, подобно 
значительно более изученным клеткам крови позвоночных животных. 
У всех этих клеток ярко выражены защитно-морфологические реакции 
клетка-клетка и клетка- субстрат (инородное тело). 

Многоклеточные животные сохраняют свою индивидуальность и це- 
лостность, защищаясь от внешних (инфекции, ранения) и внутренних 
(остатки разрушенных клеток, злокачественные клетки) повреждающих 
факторов. В основе сохранения целостности организма лежит фундамен- 
тальное свойство живого — способность различать свое (себя) и инородное 
(Купер, 1980; Соотье еёа!., 1984; А22о|па е{ а|., 1985: Соорег, 1985: Вас НИ 
ега1., 1985; Фонталин, 1988). Система защиты включает клеточные и гумо- 
ральные механизмы. Поскольку клеточные реакции — средство защиты 
целостности организма на базе распознавания инородного, термин 
“иммунокомпетентность” применим к целомоцитам и гемоцитам беспоз: 
98 (Купер, 1980; ДазоНпа е! а!., 1985; Зтима, Уап 961 

Гемоциты и целомоциты выполняют в организме беспозвоночных жи" 
вотных разнообразные функции, В том числе защитные, осуществл яемые 
о р кет, он 
Защитные функции целомонит ти о ой 
репарации раны, а также в ; ох о а 
Помимо защитных реакций еп я ом Е о 
фической (вн триклеточ там тя Ва - р . 

тр очное пищеварение, запасание и транспорт пита 


тельных веществ), экскреторной и дыхательной и: Исаева, 
Коренбаум, 1989). дыхательной функциях ( 
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Изучение иммунитета иглокожих заслуживает особого внимания, так 
как они, в отличие от большинства беспозвоночных, являются вторично- 

тымИ животными, и Поэтому их систему клеточной защиты можно рас- 
сматривать В КамЕсие прелковои по отношению к иммунной системе 
позвоночных. У иглокожих ОХ три типа жилкостей тела: целомичес. 
кая, гемальная и жидкость амоулакральной системы; все они содержат 
качественно один и тот же набор клеток, которые принято называть 
пеломоцитами (Апагем, 1965; Епеап, 1966; ЗтИВ, 1981; Кагр, СоНаго, 1982: 
Капипео, 1982, 1984; Ва1сИПе е{ а1., 1985). Наиболее обычны и общи пля 
всех классов иглокожих три типа целомопитов: лейкоциты (называемые 
также амебоцитами), морулярные клетки, пигментированные или бес- 
иветные (именуемые также морулами, клетками-морулами, сфероносны- 
ми клетками, элеоцитами, клетками-сферулами) и подвижные жгути- 
ковые (или вибрирующие) клетки (Епдеап, 1966; Лоппзоп, 1969а: Смеп е! 
21,., 1970; Кагр, СоНаго, 1982; Капипро, 1984). Клетки последнего типа, по- 
видимому, недавние производные целомического эпителия, вероятного 
источника всех или некоторых типов целомоцитов (НоПап@ е1. а|., 1965: 
\Уап деп ВоззсНе, Тапвоих, 1976). 

Активно фагоцитирующими клетками из целомоцитов иглокожих 
оказались лишь лейкоциты (амебоциты) (]обпзоп, 1969аЪ; Вапе, 1975: 
Ве[неиззеп, Зецена, 1978; Ниузесот её а|., 1983; СоотБе е{ а1., 1984). В этом 
отношении амебоциты иглокожих функционально подобны лейкоцитам 
позвоночных (Купер, 1980). Экспериментально показана способность 
амебоцитов к фагоцитозу м уго бактерий (1ойп5оп, 19695), к пиноцитозу 
ш Муо инородных белков и фагоцитозу инородных клеток, инъецирован- 
ных в целом (Вапр, 1975; Соотье её а]., 1984; Васе е!а1., 1985). Целомо- 
циты морских ежей активно фагоцитируют грам-положительных бакте- 
рий, скопления которых оказываются окруженными множеством цело- 
моцитов (7оНпзоп, 19695); такая реакция сходна с воспалительной и олно- 
временно близка к инкапсуляции иноролного тела. 

Объекты, которые вследствие больших размеров не могут быть фаго- 
цитированы, окружаются целомоцитами и инкапсулируются. Реакции 
фагоцитоза и инкапсуляции фундаментально сходны: распластывание 
клеток при инкапсуляции можно представить как попытку поглощения 
слишком крупного объекта (Марри, 1975; ОуЪаз, ЕапКЪопег, 1986). В инкапсу- 
ЛЯЦИИ бактериальных масс участвуют как лейкоциты, так и морулярные клет- 
ки, причем освобождаемый красными морулярными клетками пигмент — эхи- 
нохром вызывает быструю потерю подвижности бактерий (ЗоВлзол, 1969). 
Паразитирующие в целомической полости морских ежей грегарины ока- 
зываются покрытыми прикрепленными к их поверхности поляризован- 
ными целомоцитами, каждый из которых образует на обращенном в церо 
мическую полость полюсе длинный вырост, цитоскелетной основой Ко” 
Торого служит пучок микрофиламентов. Цисты же грегарин заключены 
Внутри так называемых коричневых телец, состоящих из сгустка пигмен” 
тированного материала, на поверхности которого расположены клетки 
Ммезотелия (Ре Е1адег, Лапроих, 1984). м8: 

У голотурий паразиты и инородные тела оказываются окруженными 
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уплощенных лейкоцитов, сферуля 
обеспечивают фенолоксидазную ак 
и меланизацию (Сашса, 1992). У о “агазиспориз Са огтаеие 
упации может предшествовать агглюцинация бактерий. и. 
икать | в инкапсуляции, подвергаютсн СВУ 
лярные клетки, участвующие | т Вкееси ле ВИ 
нуляции и выделяют в агрегировавшую массу бактерий кислую фо. 
| _ 1986). Гемоциты моллюсков предст 
фотазу (уБаз, РапКЪФопег, 1256 авы авлены 
пейконитами одного или чаще двух-трех типов клеток, номенклатура кото 
рых не унифицирована, а гистогенетические связи практически не исслелова. 
ны (см.: Купер, 1980; Ваупе, 1981: РАЗВет, 1986). Срели двустворчатых МОЛ: 
люсков (Вууа!Ма) гемоциты так или иначе исследованы у мерценари, 
Мегсепайа тегсепана, устриц Озгеа е4и5, Сгаззозигса угенисаи С. ах 
тридакны Тидаспа тахита, мидии Мушиз еаииз (см.: ЕБ5Вет, 1986, а также 
см. ссылки ниже), приморского гребешка М12ипорецеп уе550еп$5 (Исаева, 
Подгорная, 1984; Когепраит е1 21., 1990) и анадары Ападага Бгоце юг; (Под. 
горная, Исаева, неопубл. данн ые). ь 

На основании морфологических особенностей прикрепленных и рас 
пластанных ш уго гемоцитов у исследованных двустворчатых моллке. 
ков выделяют два или три типа гемоцитов: наиболее обычно разделение 
на гранулоциты (амебоциты) и агранулоциты, иначе называемые гиалино- 
цитами, лимфоцитами (обзоры: Негег{$, 1978; Е1звет, 1986). Гемоциты гре. 
бешка в однослойной культуре морфологически однотипны, что не 
исключает, конечно, весьма вероятной гетерогенности популяции гемо- 
цитов в организме и отбора клеток какого-либо одного типа при ИСПОЛЬ- 
зованных условиях выделения и культивирования. 

Некоторые авторы выделяют среди гемоцитов двустворчатых моллюс- 
ков клетки, сходные с тканевыми фибробластами: десмобласты 
(Заварзин, 1953) или фиброциты (Еф]еу, СНепр, 1974); Эти же авторы отме: 
чают отсутствие четких критериев, отличающих фибробластоподобные 
элементы гемолимфы от гранулоцитов (амебоцитов). Получены экспери- 
ментальные свидетельства возможности превращения амебоцитов мол: 
люсков в Фибробластоподобные элементы при инкапсуляции инородного 
тела (Заварзин, 1953; Зтима еёа]., 1974); показано, что амебоциты жем 
чужницы Рас!ада шсаа, способны не только к инкапсуляции инородно- 
го тела 11 муо, окружая его 10-12 слоями клеток с внеклеточным мат 
риксов между ними, но ик формированию т уЙто внеклеточного матрик: 
са, содержащего коллаген, возможно, протеогликаны (Зи2ик! е! а1.,1991) 
и фибронектин (5и2ик1, Рипакозы, 1992). 

В большинстве работ, выполненных на гемоцитах моллюсков м \ о 
выделение и культивирование клеток гемолимфы использованы для 
морфологического изучения этих клеток и идентификации их ТИПОВ, 
а также с целью исследования фагоцит оза — наиболее изученной защиг 
ной ев ей: гемоцитами моллюсков как в р 
так и вне его (обзоры: НегЬег$ 8. С. зе. ‚  РАзепеь 
1986). Меньшее внимание нд. Ши ических 
Е. 5 | зучению защитно-морфогенети 
контактных реакций гемоцитов: агрегации клеток, прикреплению клеток 
к искусственному субстрату и клеточной полвижности п уйго,а  ТаКЖ 


рные у 


капсулой из многих слоев 
ТИВНоСт, 


(морулярные) целомоциты 
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се парации повреждений, инкапсуляции и воспалению ш мо (обзор: ЕБ- 
Нег, 1986). Совсем ЕЕ попытки наити общее объяснение проявлениям 
„ащитно-морфогенетических реакции гемоцитов т муо и т уйто (Вгемеиег, 
{с0150П, 1979; Купер, 1980). Однако анализ поведения целомоцитов и ге- 
цопитов в модельных системах ш уЦго может способствовать и понима- 
нию функций этих клеток в организме, и объяснению общих механизмов 
контактных клеточных реакций. 


КОНТАКТНО-ЗАВИСИМАЯ МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНАЯ 
ТРАНСФОРМАЦИЯ ЦЕЛОМОЦИТОВ МОРСКОГО ЕЖА 


Морфология лейкоцитов морского ежа т уйто вариабельна: в качестве 
основных форм можно выделить петалоидные (с лепестковидными обра- 
зованиями поверхности) (рис. 106,а), фило-и ламеллоподиальные (ламел- 
лярные) формы клеток. Петалоидные и филоподиальные формы лейко- 
цитов описывались некоторыми авторами как отдельные клеточные 
типы, однако после исследования Эддса (Е94$5, 1977, 1980, 1984) стало ясно, 
что морфологическая трансформация одной формы лейкоцитов в другую 
обусловлена перестройками цитоскелета. _ 

Контактно-зависимая филоподиальная трансформация лейкоцитов 
морского ежа после их прикрепления к субстрату шт уйто, описанная Эдлсом 
Е45, 1977, 1980, 1984), наблюдалась и на лейкоцитах $\гопву1осеп!то{и5 пу- 
4$ (рис. 106, 6). Помимо чисто филоподиальных форм лейкоцитов, одно- 
временно встречались также распластывающиеся лейкоциты с ламелла- 
ми, и промежуточные ламеллярно-филоподиальные формы (рис. 106,в, г). 

Цитохалазин В или О (1-5 мкг/мл) подавлял филоподиальную и ламел- 
лярную трансформацию лейкоцитов, их прикрепление к субстрату и пе- 
ремещение. 

Наблюдалась и не описанная ранее контактно-зависимая морфофунк- 
циональная трансформация двух других типов целомоцитов: моруляр- 
ных клеток (см. ниже) итак называемых жгутиковых (вибрирующих 
клеток — мелких сферических клеток с длинным жгутиком (рис. 107,а), 
благодаря биению которого они совершают быстрые скачущие движения 
в целомической жидкости или морской воде. Учитывая характер под 
вижности этих клеток — не поступательное движение, а скачки, рывки 
без существенного продвижения клетки, — их следует именовать моно- 
цилиарными, т.е. клетками с ресничкой, а не с жгутиком. 

В морской воле с добавлением сыворотки эти клетки после контакта 
с искусственным субстратом быстро теряют свою единственную реснич- 
ку, прикрепляются к субстрату (рис. 107,6) и распластываются по нему, 
переходя в амебоилную форму (рис. 107,6). Потеря реснички происходит 
практически немелленно после контакта с субстратом и прикрепления 
к нему — среди клеток на субстрате моноцилиарные формы очень редки, 
Переход от сферической формы к распластанной амебоиднои осуЩесВВИЯ` 
‘ТСЯ в течение 1-2 ч, через несколько часов появляются мультиполяг 
Чые формы с филоподиями и ламеллами, сходные с лейкоцитами, нс 
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Рис. 106. Морфофункциональная трансформация лейкоцитов морского ежа 
с - петалоидная Форма; 6 — филоподиальная форма’, в, г, — ламеллярно-филоподи- 
альные формы (родаминфаллоидин) 


Рис. 107. Морфофункциональная трансформация моноцилиарных целомоцитов в аме- 
боциты 

& — исходная моноцилиарная клетка; б — утрата реснички после контакта с субст- 
ратоы; в — амебоидная форма тех же клеток (в — родаминфаллоидин) 


Трансформация моноцилиарных клеток в амебоидные происходит и в 
орбкой ВОДЕ без сыворотки, но значительно мелленнее полвижные 
хгутиковые формы сохраняются в течение нескольких (5-8) часов. 

Побавление цитохалазина В или р (1-5 мкм/мл) полностью подавляет 
пансформацию НЕ форм в амебоидные: в среде с цитохала- 
ином (как с сывороткой, так и без нее) клетки остаются подвижными, 
нилиарными в течение одних-двух суток. 

Перестройки цитоскелета при морфологической трансформации, обиа- 
уженные у целомоцитов морского ежа (Е44$, 1977, 1980, 1984: ОНо ©! а|., 
1979), наидены также у гемоцитов некоторых членистоногих (см.: Завар- 
зин, 1985; Со!депЪеге е{ а1., 1986). Актиновому цитоскелету приналлежит 
ведущая роль при морфологической трансформации в процессе расплас- 
‚ывания целомоцитов. Рыхлая сеть актиновых филаментов петалоидных 
целомоцитов морского ежа преобразуется в короткие пучки микрофила- 
ментов, Которые постепенно удлиняются и утолщаются, образуя стержни 
будущих филоподий (Е 94$, 1977, 1980). Изучение перераспределения 
фасцина (белка, сшивающего актин в пучки) в целомоцитах морского ежа 
при трансформации показало наличие двух популяций функционально 
различных молекул; одна стабильно локализована в перинуклеарной 
зоне, тогда как другая лиффузно распределена в тонком слое перифе- 
рической цитоплазмы, перераспреденяясь при трансформации так, что 
в дальнейшем его локализация полностью совпадает с положением обра- 
зующихся пучков актиновых филаментов филоподий (ОНо е! а1., 1979). 

В организации актиновых пучков принимает участие белок, гомологич- 
ный спектрину эритроцитов, и калмодулин (Е494$, Уепий-Непдегзоп, 1983: 
\Уепий, ЕЯа$, 1986). Зависимость морфологической трансформации цело- 
моцитов от сборки актиновых филаментов показана в экспериментах с 
цитохалазином. Цитохалазин подавлял морфологическую трансформа- 
цию лейкоцитов морского ежа (Еда, 1980 и наши данные), аналогичный 
зффект получен на пластинках крови человека (СазеЙа е{ а1., 1981). По на- 
шим данным, цитохалазин подавляет морфофункциональную трансфор- 
мацию морулярных и моноцилиарных клеток. Микротрубочки почти ни- 
когда не встречаются в периферической цитоплазме нетрансформирован- 
ных клеток и в области формирующихся филоподий; клетки могут 
прикрепляться, распластываться, трансформироваться в филоподиаль- 
ную форму в отсутствие микротрубочек при обработке колцемидом 
(ЕЧаз, 1984). 

При морфофункциональной трансформации целомоцитов Знопру!- 
сетов пидиз возникали не только филоподиальные, но и ламеллопо- 
диальные формы, что можно объяснить повышением адгезивности субст- 
рата в результате адсорбции лигандных молекул, источником которых 
служит сыворотка среды. Эти лигандные молекулы, вероятно, оказыва- 
ЮТСЯ триггером процесса реорганизации актинового цитоскелета и в ито" 
"8 - морфологической трансформации клетки. к. 

_Моноцилиарные целомоциты, по-видимому, происходят из целому 
Кого эпителия и являются вероятными предшественниками всех или 
некоторых форм зрелых целомоцитов (НоНапа е! 21., 1965; Уап деп В05$©7 
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Ве, ]апроих, 1976). Наблюдавшееся превращение цилиарных клеток в аме- 
боидные (морфологически неотличимые от лейкоцитов) подтверждает 
эту возможность, однако для доказательства такои трансформации 
необходимы дальнейшие исследования на чистых популяциях моноци- 
лиарных целомоцитов. = | 

Как известно, у одноклеточного организма Маеепа в зависимости от 
условий среды наблюдается превращение амебоидной формы в жгутико- 
вую (М Штег, 1956, 1958). Подобная амебофлагеллярная трансформация с 
соответствующей перестройкой актинового и микротрубочкового цито- 
скелета найдена у клеток Рнузагит ро!усерва!ит на одной из стадии жиз- 
ненного цикла этого плазмодиального миксомицета (ОМа еЁ а1., 1991). 
Моноцилиарные целомоциты морских ежей (З1гопру1осетто $ пиди$ и 
Есртосагаиал) согдаит) претерпевают обратную, цилиарно-амебоидную 
трансформацию с сопутствующей перестройкой актинового и микротру- 
бочкового цитоскелета(неопубликованные данные совместно е А.М. Керки: 
сом.) 

Преобразование моноцилиарных целомоцитов в амебоидные, обратное 
трансформации, широко известной для Маеепа и недавно исследован: 
ной у клеток Рпузагит, также может быть использовано в качестве мо- 
дельной системы для исследования морфофункциональной клеточной 
трансформацин, вовлекающей существенную реорганизацию системы 
микротрубочек и актиновых филаментов. 


МОРФОФУНКНИОНАЛЬНАЯ ТРАНСФОРМАЦИЯ 
И ТРОМЬОПИТАРНАЯ ФУНКЦИЯ 
КРАСНЫХ МОРУЛЯРНЫХ КЛЕТОК МОРСКОГО ЕЖА 


На целомоцитах морского ежа была описана агглютинация клеток с 
образованием их агрегата (]овп5оп, 1969а,Ъ), морфологическая трансфор: 
мация с появлением многочисленных радиальных филоподий (Е905, 1977, 
1980, 1984) и необратимая ”взрывная” реакция сгусткообразования (В00- 
1ойап, Слезе, 1959). Не было ясно, осуществляются эти реакции одним или 
разными типами целомоцитов. Защитная реакция свертывания в виде об- 
разования клеточного сгустка найдена у целомоцитов (”взрывных” кле 
ток, фагоцитов) морского ежа ш уйго (ВоооНап, СТезе, 1959; Лопп5о0п, 
1969а), но не морулярных клеток. Послелние вследствие значительно 
большего, чем у других целомоцитов, размера и пигментированности 
клетки и ее отростков представляют собой удобный объект для исследо" 
вания морфологической трансформации И сгусткообразования, что и бы" 
ло слелано нами (Подгорная, Исаева, 1985): ранее функционирование 
морулярных клеток как тромбоцитов не было описано. 

После выделения целомической жидкости из организма в зависимости 
от физиологического состояния морских ежей наблюдали или немеляен: 
ную, протекающую в течение 1-3 мин реакцию сгусткообразования с раз 
рушением клеток-морул и окрашиванием целомической жидкости В 
красно-бурый цвет вследствие дисперсии пигмента, или медленную, 
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асинхронно протекающую реакцию. Быстрое сгусткообразование проис- 
ходило при взятии целомической жидкости у ежей в период нереста. 
Медленно протекающую реакцию наблюдали у клеток целомической 
килкости, взятой у морских ежей примерно месяц спустя после оконча- 
НИЯ нереста. 

Культивируемые в морской воде или в воде с сывороткой мо рулы 
отнерестившихся ежеи, как правило, сохраняют исходную, близкую к 
сферической форму (рис. 108) и почти неподвижны. Лишь у немногих кле. 
ток образуются небольшие тупые лобоподии. Как показала покадровая 
съемка с интервалами 15 мин в течение 4-6 ч, лобополии медленно, 
кругообразно перемещаются по периферии клетки, не вызывая ее посту- 
пательного продвижения. Не выявлено деления морул (возникнове- 
ния пар дочерних клеток). При более длительном (в течение 2-3 сут) 
культивировании отдельные морулы приобретают распластанную зведча- 
тую форму. Большинство же клеток остается по-прежнему сферическими 
и слабо прикрепленными к дну чашек, что отличает морулы от целомоци- 
тов в параллельных культурах: среди целомоцитов преобладают клетки, 
распластанные по дну чашек. В морской воде с добавлением гетерологи- 
ческой сыворотки межклеточная адгезия преобладает над адгезией кле- 
ток к субстрату, большинство морул, взвешенных в среде поодиночке 
или в составе небольших агрегатов, располагаются у дна чашек, но не 
прикрепляются. 

Добавление к среде (морской воде или морской воде с сыровоткой) 
тритона Х-100 в концентрации 0,05% вызывало немелленную, массовую и 
почти синхронно протекающую (что удобно для наблюдения) морфологи- 
ческую трансформацию морул: появление и быстрый рост по периферии 
клеток тонких длинных ветвящихся филоподий, интенсивно окрашиваю- 
щихся родаминфаллоидином (рис. 109, а). У прикрепленных к дну чашек 
изолнрованно лежащих морул при такой трансформации возникает пра- 
ВИЛЬНО формы ореол в виде кругового распластанного по субстрату 
ободка (ламеллы), который через 5 мин достигает в диаметре около 
0 мкм (рис. 109, б, 110, а), а через 10 мин — максимального размера 
59-70 мкм (рис. 110, 6). К этому времени почти вся цитоплазма клетки с 
пигментными гранулами оказывается в данном ободке, превращаясь в 
сеть многочисленных тонких, ветвящихся пучков фибриллярного акти- 
На; становится заметным ядро, скрытое в интактной клетке пигментом. 

тчатые цитоплазматические тяжи лежащих рядом клеток объединяют 
‘яв общую массу (рис. 111, @). Подобные изменения протекают у взвешен- 
ных поодиночке или в агрегатах морул и в среде с сывороткой с той раз 
НиЦей, что филоподии возникают по всей поверхности клеток, образуя 
трехмерную сеть, объединяющую в сгусток соседние клетки (рис. 11, 9). 

процессе образования сгустКа цитоплазма клеток, по-видимому, ра 
Пушается, превращаясь в фибриллярную массу тромба. К этому време 
Ядра клеток претерпевают дегенеративные изменения: хроматин и 
и УетСЯ в плотную массу, располагающуюся под сек № 
В © ядрышек, кариоплазматическая РЕ исчезает. 27% дир 

* цитоплазмы, часто наблюдаемое отделение цитоплазм | 
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целомоциты морского ежа: 

б — окрашивание родаминфаллоилино 
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Рис. 108. Красные морулярные це” 
а — обычная морфология 1 у!то; 


Рис. 109. Филоподиальная (а) и ламеллоподиальная (6) формы трансформированных 
морупярных цепомоцитов (родаминфаллондин) 


Рис. 111 
нь 11. Образование фибриллярного сгустка разрушающимися морулярными клет- 
й морского ежа 


о — < = 
ева а: фазе: б — в суспензии; в — уплотнение сгустка (Подгорная, Иса” 
‚ 1985 
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Рис. 110. Поздние этеты трансформации морулярных клеток, предшествующие кр 
рушению (6 — родаминфаллоидин) 


Е ют о необратимост = 
етельствую р и трансфо 


5 ния Свид № 
внутриядерные ИЗМ и иированного тритоном Х-100 тромбообра: 
мации морул ВП в некоторых сгустках (рис. 111, 6), возмох. 


‘пизость ядер 

зания. Тесная близ = кращение сгустка, образованного трасфог- 
но, С инысй нескольких клеток. роны итоге сгусток 
мированной п". ато-волокнистую аморфнУЮ Массу Сс включе, 
сепставляет собой сетча | 
ными в нее Ро 5 мкг/мл) подавлял филоподиальную трансфоры.. 
Питохалазин ки лальнейшее сгусткообразование (при о ДНовре. 

ении тритона Х-100 и питохалазина). | 
менном добавл „тона Х-100 в уменьшенной влвсе концентрации (0,025) 
Добавление три филол диальную трансформацию морулярных клеток 
вызывало снача: га ентных гранул, т.е. образование прозрачных бесцвет. 
без дисперсии пигм ением агрегированных пигментных гранул в око 


:хф й ссохран 
жы а етки. Позже, в течение нескольких часов пигментные 
лоядерной. - 103 
ее: перемещались в филополиальные отростки. 


диальную трансформацию и образование сгуслкг 
морулярными клетками наблюдали при а ра 
мической жидкости отнерестившихся ежеи в морс ры воде с гомологиу. 
ной пеломической жидкостью. Этот процесс отличался от реакции, вы 
ванной тритоном Х-100, лишь асинхронностью ее клеток в транс 
формированную форму и растянутостью во времени (завершение транс 
формации всех или почти всех клеток наблюдали через 3—4 ч). Лобавле- 
ние тритона Х-100 (0,05%) ускоряло процесс спонтанной трансформации и 
приводило к быстрому ©91 | тромба. Разрушение красных мору: 
лярных клеток с формированием гелеподобного сгустка после выделе 
ния пеломической жилкости из организма найдено и у спатангоидногс 
ежа. Есытпосат@изиа сотдабит. 

Преобразования цитоскелетных структур лейкоцитов и морулярних 
клеток иглокожих сходны с таковыми кровяных пластинок, активация 
которых, связанная © установлением их контактов друг с лругом ИЛИ < 
искусственным субстратом шп уйто, индуцирует морфологическую транс 
формацию пластинок в филоподиальную форму с сопутствующей пере" 
ройкой питоскелета, в первую очередь полимеризацией глобулярног® 
актина в фибриллярный и затем сборкой пучков филаментов (Плабеге, 
Магкеу, 1987). Питоскелет неактивированных неломоцитов не был ис27° 
дован, тем не менее есть основания предполагать наличие полимеризс 
ванного актина в какой-то мере и в неактивированных нетрансформи?” 
ванных амебоцитах, которые в петалоидной форме функционируют ^” 
фагопиты и, таким образом, сочетают свойства кровяных пластинок 

юрмации красных морулярных клеток: их 27" 
ование филоподий, разрушение цитоплазмы .и сгусткообр2 


вание — феноменологически по; ально аналогич”” 
и сверт 


У иглокожих агрег” 
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в. ы г г 
ция Я Вет 


Рис. 112. Схема типов тромбообразования у иглокожих (Исаева, Коренбаум, 1989) 

Е — неактивировённые петалоидные лейкоциты и морулярные клетки; 5 — рых- 
лый клеточный ггрегат, в, 2 — Филоподиальная трансформация целомоцитов: Эд — 
плотный агрегат клеток; е — образование синцития; м — фибриллярный сгусток 


с возможностью последующего выхода клеток из агрегата; 2 — слияние 
целомоцитов с возникновением синцития или плазмодия; 3 — разруше- 
ния клеток с образованием фибриллярного сгустка, в который могут 
оыть эключены и интактные клетки (Вооюобап, Слезе, 1959; Апагеи, 1965; 
шир, 1981). 

Первый тип сгусткообразования обнаружен у представителей всех 
классов иглокожих: морских звезд (Апбгем, 1965; Капипрго, 1982, 1984), 
Морских ежей (Вооюонап, Слезе, 1959; Апагем, 1965; Еп@еап, 1966; Е@в5, 
1577), голотурий (Ропаше, Гатфен, 1977), морских лилий и офиур (Вооюоб- 
зп, Стезе, 1959; Апагеи, 1965). Свертывание по первому типу осуществля- 
“тСя наиболее многочисленными клетками целомической жидкости — фа- 
тоцитирующими амебоцитами. Лругие типы целомоцитов, видимо, не 
играют активной роли в агглютинации и попадают в состав агрегатов слу- 

- Большинство амебоцитов т муо находится в петалоидной форме, и 
Обственно агглютинации предшествует трансформация клеток в филопо- 
ное состояние, которая, видимо, запускается сдвигом физико-хи- 
ческого гомеостаза целомической жидкости. Первый этап свертыва- 

Я формирование рыхлого агрегата клеток — довольно легко обратим. 
рой “яние целомоцитов с образованием с нцития или плазмодия (вто- 
‚ “ ТИП свертывания по Булутиану и Гизе) отмечено у морских звезл 


„о Чообат,СЧезе, 1959; Апаге, 1965), морских ежей (Апгем, 1965; Венвеиз 
› ЗеЦена, 1978) и голотурий (Апаген, 1965; Еп4еап, 1966). Наши данные 
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} подтверждают возможность слияния лейкоцитов морского 
ежа в синцитии. 

Ключевую роль в свертывании по третьему типу, в отличие от первых 
двух, выполняют морулярные клетки. Способность этих клеток образо- 
вывать фибриллярную сеть при их разрушении наидена у голотурий 
(Епдеап, 1966). У правильных морских ежей описана необратимая реак- 
ция сгусткообразования с разрушением особых (’взрывных”) целомоци- 
тов (Вос]ооНап, С1езе, 1959). У морского ежа ЗтоптУ1осепно{и$ пидиз обна- 
ружена морфологическая трансформация красных морулярных клеток с 
конечным разрушением цитоплазмы и формированием фибриллярного 
сгустка с включенными в него ядрами (Подгорная, Исаева, 1985). Разру- 
шение красных морулярных клеток с формированием гелеподобного 
сгустка после выделения целомической жидкости из организма найдено иу 
спатангоидного ежа ЕсНпосагат согдаит. з 

Процесс тромбообразования в его эволюционно совершенной форме 
наиболее детально исследован у млекопитающих. Этот процесс многозэта- 
пен, и первой фазой его служит агрегация пластинок крови; последним 
этапом свертывания является разрушение кровяных пластинок у млеко- 
питающих или тромбоцитов у других позвоночных (см.: Заварзин, 1967: 
Хэм, Кормак, 1983). Феноменологически очень сходно формируется сгус- 
ток при тромбообразовании у некоторых членистоногих (см.: Заварзин, 
1967, 1982) и морских ежей. У большинства представителей иглокожих, 
как и у большей части всех других беспозвоночных животных, тромбо- 
образование ограничено морфологической трансформацией и агрегацией 
целомоцитов или гемоцитов. Совершенная и эффективная форма тромбо- 
образования с разрушением красных морулярных клеток характерна для 
правильных и спатангоидных морских ежей. Это связано, вероятно, с не- 
возможностью сокращения краев раны при повреждении этих животных, 
имеющих и относительно хрупкий панцирь (Воо]ооНап, Слезе, 1959). Итак, 
эволюционно совершенный механизм сгусткообразования с разрушением 
функционирующих как тромбоциты клеток параллельно и независимо 
вырабатывается у представителей отдельных групп первично- и вторич- 
норотых животных (Заварзин, 1985). 

Так как в средах, не содержащих целомической жидкости, морфологи- 
ческая трансформация морулярных клеток морского ежа и сгусткообра- 
зование не происходят без дополнительного воздействия детергентом, 
можно предположить, что в условиях контакта жидкости с внешней средой 
(что имитирует повреждение организма и нарушает гомеостаз жидкости 
целома) активируется некий фактор, индуцирующий цепь событий, кото- 
рые заканчиваются тромбообразованием (аналогично тому, что происхо- 
дит при свертывании крови млекопитающих -— см.: Хэм, Кормак, 1983). 
В процессе тромбообразования с формированием фибриллярного некле: 
точного сгустка у многих ежей, по-видимому, также участвует некий 
фактор (факторы) целомической жидкости, на что указывает существен- 
ное падение содержания азота в жидкости целома (Зоо]ооНап, С1езе, 1959). 

Ключевым событием для запуска процессов свертывания, возможно, 
является реорганизация мембранных рецепторов вследствие их связыва’ 


(см. ниже) 
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ния специфическими или неспецифическим 
случае филоподиальной трансформации 
неп5, 1978). 

Детергент тритон Х-100 повреждает прежде вс 
брану, и это повреждение, возможно, 
рецепторов мемораны или же запускает 
формаци и морул с какого-либо последу 
же реакцию морулярных клеток, 
ния животного и Оопосредована 


и лигандлами, как показано в 
целомоцитов морского ежа ( З!ер- 


“го плазматическую мем- 
индуцирует перераспределение 
цепь событий, ведущих к транс- 
” чдующего этапа, вызывая в итоге ту 
Е происходит в результате ране- 
ниями гом = 
жидкости. При инкубации 1 уйто Мор СЕ ее 
кой жидкостью филоподиальная трансформация осуществля ие 
но, без воздействия тритона Х-100, что позволяет считать Е 
им тритона Х-100 реакцию морул типичной Е 
й тром азования, син } т :: | 
ры р р › синхронизированной т уйто деиствием детер- 
Массовость и синхронность изменений при трансформации морул 
п ино делают эти изменения процессом, удобным для изучения, а куль 
тивируемые клетки-морулы морского ежа — возможной модельной систе- 
мой для исследования морфофункциональной трансформации клеток и 
сгусткообразования. | 
Итак, защитные реакции целомоцитов интегрированы с функциями гу- 
моральных факторов. Функционально целомоциты иглокожих можно 
разделить на две основные группы: амебоциты (фагоциты), осуществляю- 
щие функции фагоцитоза, инкапсуляции, образования клеточного агрега- 
та — сгустка, и гранулоциты. Гранулоциты представлены морулярными 
клетками и клетками с полисахаридными гранулами. При дегрануляции 
происходит освобождение соответственно эхинохрома или мукополиса- 
харидов, при полном же разрушении красных морулярных клеток - об- 
разование фибриллярного тромба. Дегрануляция — типичная реакция 
гранулоцитов на повреждающие факторы, направленная на защиту орга- 
низма. Такая реакция хорошо исследована на гранулоцитах членистоно- 
гих (см.: ВоВ, 1975; Заварзин, 1982, 1985; Зб4егна!, Зтив, 1986). У членис- 
тоногих (за исключением мечехвоста), а также у асцидий и гидроидов 
гранулярные амебоциты содержат компоненты фенолоксидазной систе- 
мы, освобождающиеся и функционирующие при дегрануляции (см. обзор: 
Чага, Соловей, 1986). Фенолоксидазная активность обнаружена в клетках 
челомической жидкости голотурий — лейкоцитах и сферулоцитах (клет- 
ках, подобных или идентичных морулярным) и лизате целомоцитов 
а, С612, 1991; ВосН ег а|,, 1992; Затиагсо, Сашсаи, 1992). Эхи- 
ром красных морулярных клеток (полигидроксинафтохинон — Ко|$о- 
е и 1981; Зегубе, Магаз, 1984) относится к группе фенольных соеди- 
ини. Поэтому вполне вероятно, что феноменологическое сходство про- 
к тромбообразования у морских ежей и членистоногих базируется и 
лы биохимических процессов. Известно, что ар но 
те пигмент, проявляет сильный а ы а 
о ат (Тонп5оп, 1969а; Зег\!зе, Мага1ом, 1984). По данным Лжонсон 
_‘10п, 1969а), гранулы жгутиковых клеток освобождают мукополиса- 
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харяды, коагулирующие вокруг инородного материала. При повреждении 
организма и эхинохром красных морулярных клеток, и мукополисахари- 
лы жгутиковых клеток становятся защитными факторами всей целоми- 
ческой жидкости. 


КОНТАКТНЫЕ МОРФОГЕНЕТИЧЕСКИЕ РЕАКЦИИ ЦЕЛОМОЦИТОВ 
И ГЕМОЦИТОВ В ПОПУЛЯЦИЯХ М УТВО 


Хотя морфогенетические реакции целомоцитов (лейкоцитов) на кле- 
точном и субклеточном уровнях достаточно детально исследованы, опи- 
санию паттернов пространственной организации клеточных систем, воз- 
никающих при культивировании целомоцитов иглокожих, не было уде- 
лено внимания. Пространственные паттерны, порождаемые контактными 
межклеточными взаимодействиями и прикреплением целомоцитов к 
искусственному твердому субстрату, не столь разнообразны, как в диф- 
ференцирующихся (спикулогенной и миогенной) культурах, однако зас- 
луживаютописания. 

В зависимости от условий выделения целомоцитов и состава среды т 
уйго наблюдалось либо преобладание сгусткообразования, агрегации це- 
ломоцитов, либо их прикрепления к поверхности искусственного субст- 
рата, распластывание и перемещение. Выделение целомической жидкос- 
ти из организма животного немедленно вызывает появление сгустков. 
После отделения клеточных агрегатов от целомической жидкости и поме- 
щения их в чашки Петри в морскую воду с добавлением сыворотки наб- 
людались прикрепление агрегатов и миграция из них клеток, переходя- 
ших в однослойную фазу (рис. 113). 

Выделение целомической жидкости при одновременном смешивании 
ее в шприце с раствором ЭЛТА предотвращает сгусткообразование. Отде- 
ление клеток от целомической жидкости и посев их в чашки Петри с 
морской водой и сывороткой дает однослойную культуру пеломоцитов, 
лишенную крупных клеточных агрегатов и представленную через 
несколько часов после посева сетью мультиполярных клеток (рис. 114, а). 
На вторые сутки культивирования многие (но далеко не все) неломоциты 
сливаются, образуя ламеллярные мультиполярные синцитии (рис. 114, 6), 

При выселении клеток из небольших агрегатов возникает близкий к 
радиальному паттерн клеточной миграции (рис. 115, а). Относительно 
равномерное расположение мелких агрегатов приводит к триангуляци: 
онному разбиению пространства между агрегатами в результате образо 
вания соединяющих их линейных мостиков (рис. 115, 6). Между соседни` 
ми агрегатами образуются клеточные мостики, состоящие из биполярных 
вытянутых клеток (рис. 115, 6, в). Эти мостики, по-видимому, служат суб: 
стратом для перемещения других клеток, ориентирующихся вдоль мос" 
тиков, что ведет к их утолщению. 

Обработка цитохалазином В или Г (1-5 мкг/мл) приводит к осферива" 
нию клеток, нарушению связей между ними, превращению клеточных 
агрегатов и соединяющих их тяжей в рыхлую россыпь клеток, т.е. К 
исчезновению описанных пространственных паттернов. 


Рис. 114. Лейкоциты морского ежа в однослоиной культуре 
о — через 12 ч; б — ламеллярный синцитий (через 36 ч) 


Гемоциты гребешка МииНоресеп уе$50еп$15 (Исаева, Подгорная, 1984) 
после помещения в морскую воду (с сывороткой или без нее) образуют 
клеточные агрегаты, оседающие на дно чашки (рис. 116). В среде с 50% 
гомологичной сыворотки размер клеточных агрегатов увеличивается в 
течение нескольких часов за счет присоединения одиночных Клеток и 
объединения мелких клеточных агрегатов гемоцитов; лишь немногие 
клетки распластаны по субстрату, большинство же гемоцитов, как изоли` 
Рованно лежащих, так и входящих в состав агрегатов, не прикреплены к 

ату и не распластаны по нему (рис. 116). Через 3-4 сут пребывания 

8 среде с гомологичной сывороткой клеточные агрегаты постепенно рас- 

Падаются с образованием слоя округлых, рыхло лежащих на субстра^ 
те клеток. 

морской воде или воде, содержащей 3% гетерологичной сыворс 

Уже через 0,5 ч после помещения гемоцитов в чашки Петри заметны раси“ 

Ластывание и миграция клеток из агрегатов. В течение нескольких часов 

‘емоциты мигрируют из агрегатов, образуя сначала вокруг каждого 8гре` 
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отки, 


Рис. 115. Радиальный паттерн им. 
миграции лейкоцитов из ягреге. 
тов (в) и образование клеточных 
мостиков между згрегатами (6, в) 


гата радиальную зону выселяющихся клеток и позже однослойную кл 
точную культуру. Через 12—24 ч после посева клеток в морскую воду с 
гетерологичной сыворотКой агрегаты гемоцитов почти полностью исче 
зают, клетки оказываются в олнослойной фазе, состоящей из контакти: 
рующих клеточными отростками распластанных, морфологически фибро: 
бластополобных мульти- или биполярных гемоцитов (рис. 117). Псевлопо 
лии клеток прелставлены ламеллополиями, реже филоподиями. Морфо- 
логически гемоциты гребешка в олнослойной культуре схолны с грануло` 
питами (амебоцитами) лругих моллюсков. 

В морской воле с 3% гетерологичной сыворотки однослоиная культура 
полвижных фибробластополобных клеток поллерживается при ежесуточ` 


> | и , 
ной смене срелы в течение 3—4 сут без заметной потери жизн еспособност! 


Замена срелы с 50% гомологичной сыворотки в течение первых 2 су 
культивирования морской волой с гетерологичной сывороткой вызывает 
распластывание гемоцитов с переходом их в олнослойную фазу подобно 
тому, что наблюдается в культурах гемоцитов, изначально помещении” 
в среду, не содержащую гомологичной сыворотки гемолимфы. и 
среды через 3 сут значительно менее эффективна, по-видимому, вследств 
понижения жизнеспособности гемоцитов. ения 

Подобное же преобладание либо агрегации клеток, либо прикрепл! и 
их к субстрату — в зависимости от лобавления к среле гомологично" ° 


т ллюск 
116. Агрегация гемоцитов моллюска 
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гетерологичной сыворотки соответственно — наблюлалось и на пигменти- 
рованных гемоцитах Ападага Бгои2оп!. 
Таким образом, целомоциты и гемоциты ш уИго в условиях, способст- 
вующих прикреплению клеток к искусственному лвумерному субстрату, 
проявляют характерную лля всех клеток опнослойных культур тенден- 
цию к плоскостной контактной ориентации и созланию структурных пат- 
тернов. Плоскостная контактная ориентация ясно выражается в 
появлении распластанных по субстрату ламеллярных синцитиев. Карти- 
НЫ структурирования клеточного слоя не столь разнообразны, как в диф- 
еренцирующихся культурах спикулогенных и многенных клеток, и 
ограничиваются ралиальными, звезлчатыми паттернами миграции кле- 
ток из агрегатов с образованием клеточных тяжей между агрегатами. 
инейность клеточных мостиков, соелиняющих агрегаты по кратчайше- 
Му расстоянию межлу ними, по-видимому, определяется механическим 
натяжением этих клеточных тяжей и отдельных составляющих их кле- 
ТОК. Полобные же сетчатые паттерны возникают в олнослойной культуре 
Челомоцитов через несколько часов после посева суспензии изолирован: 
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ных клеток в результате агрегации и перемещения целомоцитов в олно- 
слойной фазе. Разрушение таких структурных паттернов при воздействии 
цитохалазином доказывает зависимость их возникновения и полдержа- 
ния отфункиционирования системы актиновых филаментов. 

Свогобразие клеток целомической и гемальной жидкостей -— взвешен. 
ность их в жилкой внутренней среде организма при нормальном его сос- 
тоянии. Лишь в условиях нарушения гомеостаза целомоциты и гемоциты 
осуществляют свои контактные реакции, сопряженные с реорганизацией 
цитоскелета. 

Совокупность всех ланных о наличии у иглокожих интегрированного 
клеточного и гуморального иммунитета с разнообразными защитными 
реакциями на клеточном и системном уровнях позволяет считать эту 
группу животных весьма прогрессивной в отношении эволюции иммунной 
системы (см.: Исаева, Коренбаум, 1989). Иглокожие обладают способнос- 
тью к быстрому и эффективному заживлению ран и высокими регенератив- 
ными потенциями. В процессе первичной репарации раны целомопиты 
проявляют те же морфогенетические реакции, что и при свертывании и 
инкапсуляции: клетки, мигрировавшие в зону повреждения, распласты- 
ваются, стремясь закрыть наибольшую раневую поверхность, подвергают- 
ся морфологической трансформации и агрегируют, образуя раневую пробку, 
изолирующую внутреннюю среду организма от внешнего окружения. Сокраще- 
ние сгустка стягивает края раны, лейкоциты осуществляют фагоцитоз некро- 
тических остатков. Кроме этого, клеточные и внеклеточные элементы 
тромба, образовавшегося в месте поврежления, выполняют защитно-мор- 
фогенетическую функцию, созлавая субстрат для миграции эпителиаль- 
ных или иных клеток, обеспезивающих регенерацию поврежденной тка- 
ни (Капипро, 1984). 

Поведенческие реакции целомоцитов 1 уЙго аналогичны тем, которые 
проявляются при инкапсуляции и свертывании. Обычная реакция куль- 
тивируемых клеток при контакте с субстратом — распластывание, стрем- 
ление занять возможно большую поверхность. Эта реакция наблюлается 
п \уо у целомоцитов при инкапсуляции и репарации раны и приводит к 
образованию монослоя т уго и даже синцития. Морфологическая транс- 
формация амебоцитов в филоподиальную форму, как при свертывании, 
способствует увеличению контактов клеток между собой, а сокращение 
формирующихся тяжей клеток — образованию клеточных агрегатов 
(Ве[неиззеп, ЗеЦейа, 1978). 

Реакция свертывания целомической жидкости иглокожих (как и гемо- 
лимфы или крови других животных) — стереотипный ответ на контакт 
целомической жидкости с внешней срелой, т.е. ранение организма. Неодно- 
кратно показано, что целомоциты, представленные в целомической 
жилкости интактных животных суспензией одиночных клеток, после 
выделения жидкости из организма быстро, в течение нескольких минут, 
образуют клеточные сгустки, агрегаты. Агрегация (агглютинация) цело- 
мопитов иглокожих т УЦто - проявление защитной гемостатической 
функции (Апагем, 1965; Епдеап, 1966; БЧа5, 1977; Капипро, 1982, 1984), пер: 
вый тип сгусткообразования по Булутиану и Гизе (см. выше), примитив: 
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ная в эволюционном плане форма тромбообразования, типичная лля 
большинства представителеи беспозвоночных (Купер, 1980: Заварзин, 
1982, 1985). 

Какиу целомоцитов иглокожих, в культуре гемоцитов гребешка МЕ 
„форесеп уеззоетя5 (Исаева, Подгорная, 1984) и анадары Ападага БгоирНо- 
п: наблюдаются лве четко различимые формы поведения гемоцитов, зави- 
сящие от состава культуральной жидкости: 1) агрегация, 2) распластыва- 
ние по субстрату. Так как клетки агрегатов при изменении срелы оказы- 
заются способными к распластыванию и переходу в однослойную фазу, 
то, очевидно, обе реакции осуществляются одними и теми же клетками. 

Агрегация гемоцитов гемолимфы моллюсков — стереотипная реакция, 
отмеченная многими авторами, протекающая сразу же после вылеления 
гемолимфы из организма и подавляемая при удалении сыворотки гемо- 
лимфы путем промывки морской водой или физиологическим раствором 
(рамез, Рафиее, 1972; Еоеу, Свепр, 1974; Леопр, Неупетап, 1976; Веаде, 1976: 
Вепитап еЁ а1., 1979; Ваупе, 1981). Агрегация (агглютинация) гемонитов т 
уго —- проявление защитной, гемостатической функции (Рамез, Рацнаре, 
1972; Втем{ег, №МюсНо]5оп, 1979), т.е. первичной формы тромбообразова- 
ния, осуществляемой у большинства беспозвоночных животных (и мол- 
люсков в том числе) как основной и Конечный этап сгусткообразования. 

Контакт гемолимфы т уЦго с внешней срелой, по-видимому, приводит 
к нарушению гомеостаза гемолимфы, что имитирует повреждение орга- 
низма и вызывает агрегацию гемоцитов, т.е.реакцию, предотвращающую 
потерю гемолимфы ‘организмом при ранении. Так как в гемолимфе ин- 
тактного животного и ш уЙго в отсутствие сыворотки гемолимфы агрега- 
ция гемоцитов подавлена, можно прелположить, что агглютинация кле- 
ток крови опосрелована какими-то фаКторами гемолимфы, активируемы- 
ми при изменении ее гомеостаза. Лействительно, в выделенной из орга- 
низма гемолимфе моллюсков найдены гемагглютинины эритроцитов и 
собственных гемоцитов (${ет, ВазсН, 1979; Купер, 1980). 

В отсутствие агглютинирующегося фактора гемолимфы активация ге- 
моцитов т УЙто проявляется в иной, также стереотипной и неоднократно 
описанной форме — псевдоподиальной активности, обусловливающей 
прикрепление к субстрату, распластываниеи передвижение (Вамез, Рап- 
Пдве, 1972; Ео!еу, Снепро, 1974; Рацпаве, Памез, 1974; Леопв, Неупетап, 
1976: Веайе, Везде, 1976; Кепмтат!2 е{ а|., 1979). Морфологически фазы 
прикрепления, распластывания и поляризации гемоцитов (Рацидее, ОзуЁ 
65, 1974; ]еопе, Неупетап, 1976) весьма сходны в теми же реакциями, хорошо 
изученными на фибробластоподобных клетках позвоночных животных (Рс- 
венский, 1979; Васильев, Гельфанд, 1981), и представляют собой типич- 
Ную реакцию контактной активации, быстрой морфологической транс 
Формации в ответ на контакт с искусственным твердым субстратом, кото- 
рая в высокой степени свойственна тромбоцитам, пластинкам крови и 
Макрофагам позвоночных животных (Ровенский, 1979; ОеБиз е! а1., 1981 
Гезеп, Масьтуас, 1984). | 
_ При распластывании п уйто гемоцитов гребешка Мийоресмеп уеззоеп- 
\3 перестраивается организация микротрубочек и актиновых Филамен- 
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ные филоподиям (Когепоаит 1 21., 1990). Такая контактно-зависимая 
реорганизация морфологии клетки ы структур цитоскелета в основных 
чертах сходна с описанной на целомоцитах морского ета и клетках по.. 
воночных животных. Реакция морфологической трансформации с перест. 
ройкой цитоскелета при контакте с субстратом наидена У гемоцитов 
(выполняющих функцию громбоцитов) омара (Сорел с! а!., 1983). Кон. 
тактно-зависимая интегральная реорганизация клеточнои и субклеточной 
архитектоники свойственна Всем соматическим клеткам животных 
(см. гл. УП. - ее 

В отличие от такой, обратимой, как правило, клеточнои Контактной 
реакции у некоторых типов целомоцитов иглокожих и, возможно, гемо: 
питов моллюсков наблюдаются н необратимые, подобные или ндентич- 
ные цитолифференциации изменения. Наиболее ясно эти изменения вы. 
ражены при трансформации моноцилиарных целомоцитов в амебоциты и 
слиянии неломоцитов (лейкоциты) в синцитии. 

Распластывание целомоцитов и гемоцитов по субстрату ш уЙто обычно 
не рассматривалось как проявление защитной функции клеток; лишь 
Брюстер и Николсон (Вгекуег, №сро]боп, 1989) трактовали эту реакцию 
гемоцитов на чуждое окружение как близкую к реакции инкапсуляции 
инородного тела. Прикрепление и распластывание 11 уго фибробластопо- 
лобных и макрофагоподобных клеток позвоночных сходно некоторыми 
и, вероятно, неслучаиными чертами с фагоцитарной реакцией и может 
интерпретироваться как попытка фагоцировать слишком крупное ино- 
родное тело ([Марпег, Ну пез, 1982). Нелесообразный итог такой реакции в 
организме — инкапсуляция инородного тела, удаление которого путем 
фагоцитоза невозможно; реакция инкапсуляции может рассматриваться 
как защитно-морфогенетическая. Реально у моллюсков (см.: Заварзин, 

‚1953; зтица её а|., 1974; Купер, 1980; Ваупе, 1981; Заварзин, 1982: Родег е! 
а]., 1952; Еузпег, 1986; Зигик! её а1., 1991) и иглокожих (см.: ЗшИВ, 1981; Бе 
№3@дег, Запвоцх, 1984; Фапвоих, 1987: Сапкайь 1992), как и у других 
беспозвоночных, наблюдаются и фагоцитарная реакция, и инкапсуляция 
инородного тела, осуществляемые одними и теми же клетками у моллюс- 
ков, тогда зак у иглокожих целомоцитьг более специализированы: фагот 
цитируют леикоциты, а в инкапсуляции принимают участие и лейкоциты, 
и морулярные клетки. 

Итак, и агрегацию, и распластывание целомоцитов и гемоцитов по суб: 
страту можно рассматривать как контактную активацию с преобладанием 
контактов клетка-клетка или клетка- субстрат и проявление т уйго 35° 
щитных клеточных реакций в условиях, имитирующих повреждение 
организма: клеточная агрегация т УЙго — аналог тромбообразования Ш 
муо, распластывание клеток по СУбстрату т чо — аналог инкапсуляции 
и фагоцитарной реакции м У уо. 
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ПРОСТРАНСТВЕННО-ВРЕМЕННАЯ 
ОРГАНИЗАПИЯ МОРФОГЕНЕЗА. 
ВОЗНИКНОВЕНИЕ, ПРЕЕМСТВЕННОСТЬ 
и СМЕНА КЛЕТОЧНЫХ И НАЛКЛЕТОЗНЫХ ПАТТЕРНОВ 


Элементарные морфогенетические процессы на клеточном уровне (Ва- 
сильев, Гельфанд, 1977, 1981; Уазшеу, Се[апа, 1977, 1982; УазШеу, 1982 
1987; КизсНег, Зспихе, 1986) - ключевые события в морфогенезе надкле- 
точных систем т у уо и ш уйго (АБегсготые, 1977; ТипКацз, 1984; Гаске, 
1986), | 

у зукариотических клеток пути передачи позиционной информации от 
окружающей клеточной и внеклеточной среды разнообразны и не укла- 
дываются в единую простую схему. Тем не менее можно попытаться вы: 
делить и рассмотреть как отдельные звенья, фрагменты морфогенетиче- 
ских процессов, интегральную реакцию поляризации клетки и варианты 
контактных клеточных реакций, надклеточную интеграцию в мезенхим- 
ных и эпителиальных ансамблях, а также эпигенетическую память кле- 
ток и их систем как преемственность паттернов пространственной орга- 
низации. 


ИНТЕГРАЛЬНАЯ РЕАКЦИЯ ПОЛЯРИЗАНИИ КЛЕТКИ 


Различные проявления поляризации клеток, неизменно вовлекаемые 
в процессы прикрепления, распластывания и направленного движения, 
хемотаксиса, фагоцитоза либо обусловленные контактом клетка-клет- 
ка, можно определить как стереотипную клеточную интегральную реак- 
цию морфофункциональной поляризации комплекса плазматическая 
мембрана- цитоскелет, опосредованную связыванием лигандных моле- 
Кул с рецепторами плазматической мембраны (Исаева, Преснов, 1987, 
1990а). Интегральная реакция поляризации клетки вовлекает асимметри- 
Зацию распределения белков цитоскелета, мембранных компонентов, 
клеточных органоидов, т.е. морфофункциональную векторизацию всей 
“леточной архитектоники. Контакт клетки с искусственным субстратом 
И Уно вызывает перестройки комплекса плазматическая мембрана- 
Цитоскелет, зависящие от связывания рецепторов клёточной поверх" 
чОсти с адсорбированными на субстрате лигандными молекулами и при 
Водящие к поляризованному (относительно поверхности субстрата), 
‘низотролному распределению рецепторов клеточной поверхности и эле 
1 ОВ цитоскелета (Васильев, Гельфанд, 1977, 1981; УазШеу, бевави 
=. тоскизен е! а1., 1983; Ногииа е{ а1., 1985); у клетки пе а 
тральная” полярность (Васильев, Гельфанд, 1977; Мазоп, % }, 

‚ те, морфофункциональные различия контактной и свободной 
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поверхностей клелки. Контакт с субстратом индуцирует сборку элемен. 
тов цитоскелета; координированность пространственной организации 
клеточной поверхности и цитоскелетных структур обеспечивается транс. 
мембранными связями комплексов лиганд-рецептор с цитоскелетом 
через "заякоривающие” белки (винкулин и другие) в фокальных контак. 
тах клетка- субстрат (Серег, 1982; Вигидее, 1986); разнообразные лиганл. 
ные молекулы, входящие в состав внеклеточного матрикса т уНю либо 
адсорбированные на субстрате ш уйЙго, и прежде всего фибронектин 
связываются с рецепторами суперсемейства интегринов (Вигиаре, 1986: 
Нупез, 1987, 1990). 
Поляризация, асимметризация комплекса плазматическая мембрана-- 
цитоскелет сопровождают связывание рецепторов клеточной поверх. 
ности с внеклеточными лигандами в процессах кеппинга (Воитешрпоп, 
Воигршрпоп, 1984; Тигпег е{ а1., 1988), фагоцитоза (Зпеейте е! а]., 1984) 
хемотаксиса (Ка{аоКа, Тауаззой, 1984), направленного клеточного  Виже. 
ния (УазШеу, СеМапа, 1977; УазШеу, 1982; ТосКизсН её а|., 1983; Тасобзоп е1 
а]., 1984; Ногица е{ а1., 1985; 15$ 1Вага её а1., 1988; Вогпепз е{ а|., 1989; Ецки: в! 
]., 1991; УбгаКег, №!еРЦ, 1992), Общность такой реорганизации в основных 
морфогенетических клеточных реакциях уже не раз подчеркивалась (Уа- 
УШех, Се{апа, 1977, 1982; ОПуег, Вет, 1982, 1983; ОНпуег е{ а|., 1983). При 
направленном движении клеток наблюдается упорядоченное линейное 
расположение клеточных органоидов — центриоли, аппарата Гольджи - 
относительно ядра (см.: Зтрег, Кир{ег, 1986). Направленно движущаяся 
амеба Срао$ срао$ генерирует электрическое поле, паттерн линий которо: 
го соответствует ориентации движения (Мисснеш её а|., 1977). У стабильно 
поляризованных клеток эпителиальных пластов асимметризация комп- 
лекса плазматическая мембрана-цитоскелет проявляется и в асиммет- 
ричном распределении ионных насосов и ионных каналов мембраны и по- 
тому в генерации электрического поля (см.: А|тегз, ЗигЦпо, 1984), и в век- 
торизации внутриклеточного транспорта, ионного и мембранного 
(см.: Норкиз, 1991). Поэтому поляризация клетки представляет собой 
кооперативную смену состояния, фазовый переход (Белинцев, 1991), 
интегральную клеточную реакцию. | 
Подобная интегральная реакция поляризации проявляется и как от. 
клик на контакт клетка- клетка. Диссоциированные клетки эмбрионов в 
модельных системах ш уЙго реагируют на контакт друг с другом поляри" 
зацией распределения компонентов мембранно-цитоскелетного коме 
сан интегральной поляризацией всей цитоархитектоники (см. ниже). 
'Однотипное кольцевидное распределение актина, миозина, спектрина г 
калмодулина найдено у бластомеров мышиного эмбриона и в областях 
коктактов клетка-клетка, и у контактной поверхности клетка- субстрат 
(Зоъе, 1984; боЪе] е! 21., 1988). Взаимный кеппинг и взаимный Кокеяпини, 
эбусловленный связыванием рецепторов поверхности (одновременно зай 
жащих лигандами и представленных молекулами клеточной адгезии я 
САМ) двух контактирующих клеток ($1трег, 1992), в ходе развития в р 
детерминировать сульбу обеих клеток, например иммунокомпетенте». 


(см.; Зпрег, 1992). 


Итак, связывание репепторов клеточной 
молекулами, свободно диффундирующими в среде (кеппинг. х 
сис), локализованными на поверхности другой клетки (конта к ие 
клетка), фиксированными на поверхности о сотвенноко а 
(контакт клетка- субстрат), пищевой частицы ок. фе 
чужеродного тела (инкапсуляция, распластывание) вызывает кк. ах 
ную интегральную клеточную реакцию, ведущую к анизотрой | прет 
ризованному распределению элементов системы плазлл2: } рый 

матическая мембра- 
на-нитоскелет (рис. 118). р 

Локализация контактного либо иного воздействия 
информацию, определяющую ориентацию оси поляризованной клетки 
Сама же реакция поляризации — стереотипный, неспецифический ответ 
клетки на самые разнообразные воздействия, в том числе и нелокализо- 
ванные. К примеру реакция поляризации, проявляющаяся в асимметрич- 
ном распределении актина и тубулина, наблюдается и лри обработке кле- 
ток экзогенными жирными кислотами (КагпоузКу е! 21., 1982) или лекти- 
нами (кеппин Г). 

Интегральная поляризация клетки, индуцируемая локальным контак- 
том с другои клеткои, внеклеточным веществом или искусственным суб- 
стратом, может быть названа контактной поляризацией, если использо- 
вать в более широком смысле удачный термин Л.В. Белоусова (19876; Бе- 
линцев и др., 1985), понимая под этим контактно-зависимые проявления 
интегральной поляризации клеток, необязательно связанные с удлинени- 
$м клетки как внешним морфологическим проявлением поляризации. 

Контактные реакции клетка-клетка и клетка- субстрат наиболее ясно 
выражены в модельных системах т уйго и исследованы нами в спикуло- 
генной, миогенной культурах и выделенных из организмов животных 
целомоцитах и гемоцитах. Защитные функции целомоцитов и гемоцитов 
Ш Муо проявляются в реакциях фагоцитоза и инкапсуляции инородного 
тела, тромбообразования и первичной репарации раны (рис. 119). 11 уйго 
защитно-морфогенетические функции этих клеток ”быстрого реагирова- 
ния” модулируются, проявляясь в виде двух основных стереотипных 
клеточных реакций (рис. 119) — агрегации (аналог тромбообразования 
\П \\0) и распластывания по искусственному субстрату (аналог инкапсу* 
ляции и фагоцитоза). 

процессе первичной репарации раны целомоциты проявляют те же 
Морфогенетические реакции, что и при свертывании и инкапсуляции: 
клетки, мигрировавшие в зону повреждения, распластываются, стремясь 
закрыть наибольшую раневую поверхность, подвергаются морфологиче” 
‘Кой трансформации и агрегируют, образуя раневую пробку, изолиру- 
‘щую внутреннюю среду организма от внешнего окружения. Кром ет 
о, целомоциты тромба, образовавшегося в месте повреждения, вынолня” 
ют защитно-морфогенетическую функцию, создавая субстрат для Мигра" 
Е. эпителиальных или иных клеток, обеспечивающих регенерацию 
врежденной ткани. ва“ 

Все перечисленные случаи можно рассматривать как варианты ее” 

и активация. Это интегральная клеточная реакция, Которая пит» 


поверхности с лигаидными 


дает позиционную 
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Рис. 119. Схема зашитно-морфогенетических реакций амебоцитов (Исаева, 
ум, 1989) о 


@ — исходное состояние до активации: 6 — филоподиальная т 
ламеплярная трансформация (распластывание); г — фагоцитоз; д — атрет 
первичная репграция раны; ж — иккапсуляция инородного тела 


ия; 6 


= 


рис. 120. Схема контактно зависимой поляризации бластомеров (10Влзоп. Маго 1985) 


при морфологической трансформации взвешенных клеток не связана с 
их поляризациеи, тогда как во всех случаях контактных реакций клет- 
ки с другой клеткой или ннородным телом (т.е, реакцией на анизотропию 
среды) осуществляется контактно-зависимая поляризация клетки. Кон- 
тактно-зависимая поляризация (морфофункциональная трансформация) 
клеток, в том числе исследованных нами гемоцитов и целомоцитов, 
определяется реорганизацией цитоскелета, в частности сборкой комплек- 
сов актиновых филаментов, и подавляется цитохалазином, как это 
показано на лейкоцитах морского ежа (Е44$, 1980), гемоцитах моллюска 
раеПа (Топез, Раг{п!аре, 1974) и нами на морулярных, моноцилиарных 
целомоцитах и лейкоцитах морского ежа. 

В ходе эмбрионального развития контактная зависимость морфогенеза 
проявляется уже в раннем дроблении: дробление яйца ведет к возник- 
новению системы бластомеров, контактные взаимодействия которых вы- 
зывают неизбежное усложнение этой системы. Контактно-зависимая 
поляризация бластомеров у зародыша мыши осуществляется на 8-бласто- 
мерной стадии развития как интегральная клеточная реакция поляриза- 
ции (рис. 120). Она проявляется в стягивании микроворсинок на апикаль- 
ном полюсе бластомеров, перераспределении мембранных рецепторов, 
липидных компонентов мембраны, клеточных органоидов, концентрации 
миозина, актина, спектрина в областях межбластомерных контактов 
(см. гл. 1). Поляризация бластомеров, как и поляризация других клеток, 
зависит от функционирования актиновых филаментов и микротрубочек; 
поддержание же поляризованного состояния сопряжено с резистент- 
ностью к ингибиторам цитоскелета (Тобизоп, Маго, 1985; Мепипа ей а1., 
198ба, Ъ). 

Поляризованные бластомеры мыши генерируют внеклеточное злектри- 
ческое поле с паттерном силовых линий, ориентированным по апикально- 
базальной оси бластомера (Миссцеш, МуПе, 1985). Контакт двух РАЕЕР О: 
ванных бластомеров ведет к взаимному ко-кеппингу рецепторов клеточ 
Ной поверхности, асимметризации обоих бластомеров и, таким образом, 
Контактно-зависимому превращению двух исходно НОЕ 
клеток в интегрированную систему, образуемую минимальным числе“ 
клеток — двумя. Мембранно-цитоскелетный комплекс служит я 
ЧИКоМ и движущей силой интеграции надклеточной архитектоники. = 
и При других проявлениях контактно-зависимой реакции поляризаш г 
"Раничные условия дают позиционную информацию, детерминирующую 


Рис. 121. Схема ооплазматической сегрегации у асцидии '(бамада, 1983) 


направление оси поляризации, сама же интегральная реакция поляриза- 
ции в значительной мере автономна. Ее неизбежность — следствие не- 
устойчивости аполярного состояния клетки. 

Процесс ,осоплазматической сегрегации вслед за оплодотворением, 
усиливающий предшествующую анимально-вегетативную полярность 
яйца, сходен с кеппингом соматических клеток (что впервые отмечено 
Залокаром — Га]оКаг, 1980) и другими проявлениями поляризации кле- 
ток и может рассматриваться как подобная перестройка комплекса плаз- 
матическая мембрана- цитоскелет (Преснов, Исаева, 1985: Исаева, Прес- 
нов, 1987, 1990а). 

Исследование поляризации яиц различных организмов привели к 
заключению, что анизотропия распределения фибриллярного актина в 
яйце — результат направленного сокращения кортикальной цитоскелет- 
ной оси с сопутствующим пассивным перемещением всех связанных этой 
сетью мембранных органоидов и РНК, что приводит в итоге к поляриза- 
ции их распределения, как и распределения микроворсинок и рецепто- 
ров поверхности (рис. 121; см. гл. №. Кооперативный характер реоргани- 
зации цитоархитектоники яйцевых клеток свидетельствует о том, что 
поляризация яйца — интегральная клеточная реакция, подобная поляри- 
зации соматических клеток, и движущая сила ее — опорно-сократитель- 
ная система ооплазмы. Морфогенетическое значение поляризации цито- 
скелета яйца более существенно и универсально, чем определение судь: 
бы отдельных зачатков: морфофункциональная поляризованность цито- 
скелета яйца и всей ооплазмы детерминирует осевую анизотропию буду- 
щего морфогенеза. 

Есть теоретические основания полагать, что поляризация яйца неиз- 
бежна и эндогенно обусловлена (Преснов, Исаева, 1985), однако ориента- 
ция оси направляется анизотропией окружения. Известно, что ориента- 
ция анимально-вегетативной оси яйца животных определяется локализа- 


Рис. 122. Схема контактов половых клеток с клеточным и внеклеточным окружени- 
‚ив гонаде моллюска (5сНгоефег, Та!Ъо, 1985) 


цией прикрепления ооцита к стенке гонады (рис. 122) и, возможно, еще 
раньше положением оогониальных клеток в гонаде, т.е. контактом буду- 
щей яйцевой клетки с внеклеточным матриксом; позже в некоторых слу- 
чаях (у моллюсков, насекомых) прослежены влияния окружающих оопит 
клеток соматической или половой линии на проморфологию яйца. На- 
правление поляризации другой высокополяризованной гаметы — спер- 
мия - подобным образом зависит от ориентации клеток сперматогенного 
ряда относительно клеточных элементов гонады. 

Ооплазматическую сегрегацию индуцирует в норме контакт яйца со 
спермием, опосредованный, как и все клеточные взаимодействия, специ- 
фическими рецепторами поверхности гамет. Ооплазматическая сегрега- 
ция усиливает предшествовавшую анимально-вегетативную полярность 
яйца; у хордовых животных контакт яйца со спермием индуцирует до- 
полнительную асимметризацию комплекса мембрана-цитоскелет, что 
проявляется, в частности, концентрацией актина в месте вхождения 
спермия мыши (см.: Маго еЁ а|., 1986) и поляризованным по дорсовент- 
ральной оси сокращением кортикального слоя яиц, индуцируемым 
микротрубочками спермастера, у амфибий и асцидий (см. гл, ]). Вероятно, 
ооплазматическая сегрегация, как и поляризация бластомеров, как и все 
процессы контактной поляризации соматических и половых клеток, осу* 
Ществляется функционированием сократительного актомиозинового 
комплекса и направляется системой микротрубочек. Локальное устоичи- 
80е изменение системы актиновых филаментов, вероятно, влияет на ори- 
ентацию системы микротрубочек, в свою очередь направляющей внутри" 
клеточный транспорт, что ведет к поддержанию и усилению поляризации 
зиготы (рис. 123; Вгамеу, Вопзоп, 1985). Асимметризация яйца вслея за 
“онтактом и слиянием со спермием тоже частный случаи контактно-за- 
Зимой реакции клеточной поляризации, при которой локализация 
Точки контакта гамет дает позиционную информацию, детерминирующую 


У Некоторых билатеральных животных положение дорсовентральнои "= 


Рис. 123. Схема поляризации зиготы фукусовых водорослей (Втам1еу, Во пзоп, 1985) 


У других животных дорсовентральная полярность устанавливается 
иным образом; так, у моллюсков ориентация этой оси может зависеть от 
контактов ооцита с другими клетками в яичнике (Кауеп, 1964), как иу 
дрозофилы (см. ниже), или от взаимодействий бластомеров раннего за. 
родыша (Маг{паае еЁа|., 1985 и гл. П). 

Следовательно, важнейшие события, связанные с поляризацией кле- 
ток в гаметогенезе, при оплодотворении и в ходе раннего развития, де- 
терминируются контактами клетка-клетка и клетка-внеклеточный мат- 
рикс. Контактно-зависимая интегральная реакция поляризации клетки -— 
основа морфогенетических процессов, первичный морфогенетический 
акт на клеточном и надклеточном уровнях. 


ФИЗИЧЕСКИЕ ФАКТОРЫ В МОРФОГЕНЕЗЕ: 
КОНТАКТНАЯ ОРИЕНТАЦИЯ КЛЕТОК 
И ОТКЛИК НА МЕХАНИЧЕСКИЙ СТРЕСС 


Понятие контактного направления движения клеток, контактной ори- 
ентации их было введено Вейсом (\\е155, 1947, 1961). С тех пор проведено 
немало исследований контактной ориентации и контактного направле- 
ния движения клеток вдоль каких-либо линейных ориентиров субстрата 
т уу или И уйго (см.: Типкаиз, 1984; ГасКе, 1986, а также гл. 4). Такого 
рода контактную ориентацию следует назвать линейной, в отличие от 
контактной ориентации клеток на плоском субстрате, тем самым разли- 
чая линейную и плоскостную контактную ориентацию (рис. 124); в одно- 
слойной клаточной культуре линейная контактная ориентация всегда со- 
четается с плоскостной, определяемой двумерностью поверхности при: 
крепления и перемещения клеток. Плоскостная контактная ориента- 
ния = обычное, типичное для однослойных культур клеток проявление 
алгезии к искусственному субстрату т уЙто и распластывания по нему, 
именно потому не привлекшее особого внимания. Лишь при исследова- 
нии морфогенетических паттернов в дифференцирующихся клеточных 
культурах, сравнении паттернов ш муо и т уйго, в однослоинои и суспен- 
зионной культурах становится ясным своеобразие планарных морфогене- 
зов в моНноСлое. `. | 

Обычное проявление плоскостной контактной ориентации на клеточ- 
ном уровне — образование ламеллоподий, распластывание клетки и при- 
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Рие. 184. Схема пространственной организации миотуб | 2%. 
@ — На субстрате с ровной поверхностью; б — на субстрате © параллельными борозя 
Ками поверхности 
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обретение морфофункциональных различий контактирующей с субете, 
том и обращенной в жидкую среду поверхностеи клетки (см. выше), Эти 
различия возникают в результате реакции клетки на физико-химичес 
анизотропию окружения и подобны различиям апикальной и базал 
поверхностей эпителиальных клеток. 

В однослойной клеточной культуре поверхность субстрата (граничные 
условия) задает двумерность морфогенезов. Клеточные слои Ш уНго не 
полностью самособираемы, и для структурообразования в них необходи. 
ма искусственная твердая поверхность (51етЪеге, 1970). Плоскость это 
поверхности ориентирует организацию элементов цитоскелета, рас. 
пластывание клеток и структурообразование в клеточном слое, т.е, кон. 
тактно-зависимые плоскостные морфогенезы. 

Разумеется, прикрепление и перемещение клеток ш \уо и ш уйю - 
сложные биологические события, вовлекающие реорганизацию мембран. 
но-цитоскелетного комплекса и опосредованные связыванием специфи. 
ческих рецепторов клеточной поверхности с лигандными молекулами 
внеклеточного матрикса, адсорбируемыми на искусственном субстрате 
1 уйто (см. выше). Однако физическая структура и само наличие или ст. 
сутствие ригидного субстрата накладывают существенные ограничения 
на морфогенетические возможности клеток. 

Физико-химическая структура поверхности контролирует прикрепле- 
ние и передвижение клеток ш уго, определяет их форму и направление 
миграции. Контактная ориентация и контактное направление движения 
клеток наблюдалось влоль бороздок субстрата — естественного или 
искусственного происхождения, стеклянных нитей, тяжей фибрина, фиб- 
рилл коллагена, молекул фибронектина и т.д. (см. гл. 1У). В миогенной 
культуре на субстратах с параллельной исчерченностью поверхности 
миобласты, миосимпласты и зрелые миотубы ориентируются вдоль бороз- 
док субстрата, располагаясь параллельно друг другу (см. рис. 124). На тех 
же субстратах с равной поверхностью миотубы оказываются различным 
образом ориентированы, ветвятся и анастомозируют. В спикулогенной 
однослойной культуре плоскость субстрата определяет ориентацию раз- 
вивающихся ш уго скелетных спикул. В гл. 1\ приведен пример чисто 
контактной, без химических морфогенов, передачи влияния граничных 
условий, что создает упорядоченность в клеточной системе: локальные 
контактные взаимодействия клетка-субстрат ведут к ориентации би’ 
полярных клеток (миобластов) вдоль края подложки, локальные кон" 
тактные взаимодействия клетка-клетка поддерживают и передают эт) 
упорядоченность. Пугообразная форма миотуб, вписанных в прямой угол 
стеклянной подложки, - результат физических ограничений, задающих 
контактную линеиную ориентацию клеток и симпластов вдоль края суб 
страта, и биологических ограничений, не позволяющих миотубам сги 
баться под прямым углом. При кольцевом расположении коллагеновых 
фибрилл удается получить соответствующий кольцевой или спиральный 
паттерн миосимпластов (Тигпег, 1986). 

В двумерном пространстве однослойной клеточной культуры ПРИ 
отсутствии каких-либо линейных ориентирующих влияний субстрата, 


Кую 
Ной 


170 


Г 
| % Г 
о г\ 
ко и ее КЕ. м Аи И 
м Е Е о: а С, 
т с Я 5х 
с иЬ а е = ЛУ 
71| \ `. ще \ ] г--- Ил) 
Г НА \ РРР: о 
ЕЕ | —- 
Е 
ово Пр 
оираеиаиый.+ ГОЕЕ! 
Е АХ О 
ана а 
‚ав Сер Ле ‘| ат 
ЕЕ О ОВ п Е 
пене да В АВ Ее НЕ 
ИИ] и ее. 
Син у / о Ни 
ити И И 
они, 
ИЕ 1. Ая 
=“ 


Рис. 125. Схема топологических паттернов пространственной организации миогенных 
клеток в однослойной культуре 


ве 


дающих позиционную информацию о пространственном расположении 
клеток, наблюдается самоорганизация потоков движущихся клеток и 
возникновение упорядоченных структурных паттернов, подобных тако- 
вым дерматоглифики. В однослойных культурах фибробластов или МИС 
бластов такая пространственная самоорганизация на плоскости спонтан- 
но развертывается в результате игры сил контактного  ингибирования 
движения клеток и линейной контактной ориентации клетка- клетка, 
что приводит к локальному параллельному рАспопоженНЮ ОН 
клеток. При столкновении клеточных потоков возникают Е 
паттерны с топологическими сингулярностями (рис. 125 и гл. г ). Е — 
ное спонтанное структурирование в однослоинои к о и ‚м 
на агрегирующих клетках акразиевого миксомицета С нЕ. гы 
со#емт (см.: Потапова и др., 1987). В культурах эпидермал ых с карти- 
человека наблюдалось развитие спиральных завитков, — я озаде 
нами дерматоглифики (Стееп, ТВотаз, 1978), порождясь ам 
дифференциации этих клеток в составе тканевой и органи 
Однако топологические сингулярности, сходные © в Пе 
глифики (петли, дуги), возникают ив однослойнои я пространствен- 
Фибробластов, т.е. клеток внутренней среды органи» 
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Темой организмом программы надклеточных про Ен их 
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ансамблей оказываются выше, чем в организме. г 


Топологическое исследование пространственных паттернов в культу. 
ре фибробласто. впервые проведено Элсдейлом (Е]5дайе, 1973; Е]5аа]е, у а- 
5оЙ, 1976). Подобные найденным в культуре фибробластов паттерны опи- 
саны и на совсем иной системе — кутикуле клопа Оуз4егсиз; вероятно, и 
клеточные механизмы возникновения пространственных паттернов 
ориентации зубчиков кутикулы подобны найденным в клеточных куль- 
турах (М6Ыег-Липр, 1987). Помимо клеточных механизмов генерации про- 
странственных паттернов самоорганизации существенны и самые общие, 
топологические ограничения такого рода морфогенезов: набор возмож- 
ных топологических паттернов в нематических системах конечен, огра- 
ничен не слишком большим числом качественно и количественно опре- 
деляемых сингулярностей (см. Мтееу, Уоб\мк, 1988; Исаева, Преснов, 
1990а). | 

Итак, исследования самоорганизации клеточных ансамблей шт уйго 
позволяют выявить влияние физических граничных условий — линейных 
и плоскостных ограничений возможности прикрепления и перемещения 
клеток, а также контактных межклеточных взаимодействий — на морфо- 
генез, иначе говоря, выявить вклад локальных контактных событий на 
клеточном уровне в создание интегральных пространственных и про- 
странственно-временных надклеточных паттернов. Разумеется, осу- 
ществление контактных взаимодействий не исключает возможности 
установления в клеточных системах диффузионных градиентов с диффу- 
зией морфогенов типа активаторов и ингибиторов или эмбриональных 
индукторов. Имеющиеся в настоящее время данные о влиянии внекле- 
точного матрикса и отдельных его компонентов на генную экспрессию в 
ходе развития приводят к заключению о контролирующей цитодифферен- 
циацию роли внеклеточного матрикса, в значительной мере выполня- 
ющего функцию гипотетических морфогенов. Однако исследования на 
клеточных культурах дают ясные свидетельства как необходимости 
физической анизотропии среды для морфогенеза, так и возможности 
получения клетками позиционной информации о пространственной орга- 
низации надклеточных ансамблей от физических граничных условий - 
физические границы могут служить источником позиционной информа- 
ции в биологическом морфогенезе, референтными линиями и плоскостя- 
ми морфогенетических полей. 

Определенные физические условия оказываются необходимыми и для 
генерации клетками механического стресса. Морфогенетические движе- 
ния на клеточном и надклеточном уровнях — проявления механической 
работы клеток; клетки способны деформировать гибкий субстрат т уйго, 
создавая механическое натяжение (Нагг!$ её а1., 1980, 1981; Нагиз, 1986). 
С другой стороны, для генерации механического стресса необходимо 
закрепление клеток на достаточно ригидном субстрате. Формирование 
пучков актиновых филаментов при распластывании и движении клеток, 
по-видимому, зависит от локальных механических натяжений, определя- 
емых фокальными контактами клетка- субстрат (см. Ко]ера, 19865; Уаз: 
Нех, 1987). 

Механический стресс оказывает контролирующее влияние на синтети- 
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ческую и митотическую активность клеток, их двигательное поведение и 
морфогенез надклеточных систем (см.: Белоусов, Мещеряков, 1986: Кое. 
: : } } 


ы 1986Ъ; УапдепЪитрИ е4 а1., 1991). В суспензионной культуре невозмож- 


ность прикрепления клеток к твердому субстрату ведет к подавлению 
цитодифференцировок, связанных с приобретением геометрически слож- 
ной формы клеток, которая зависит от сборки микротрубочек, микро- 
филаментов, прет филаментов (см. гл. ГУ). Миосимпласты из 
суспензионной культуры почти лишены микротрубочек, а пучки мио- 
филаментов располагаются в поверхностном слое цитоплазмы симпласта, 
нередко Формируя завихрения вокруг ядер. Но после прикрепления 
таких миосимпластов с анархичной ультраструктурой цитоскелета к 
твердому субстрату они постепенно удлиняются и вытягиваются, по- 
являются многочисленные ориентированные по продольной оси сим- 
пласта микротрубочки, параллельно расположенные промежуточные 
филаменты и организованная саркомерная зона. Прикрепление к твер- 
дому субстрату (к тканям опорной системы) и натяжение симпласта — 
необходимое условие для упорядоченного миофибриллогенеза и полно- 
пенного миогенеза. 

Стимулирующая и ориентирующая роль механического натяжения в 
миофибриллогенезе экспериментально доказана на культивируемых ске- 
летно-мышечных (Уапдепигрь, 1982, 1983; УапдепьигеН ей а1., 1991) и 
гладкомышечных клетках (ПайзН, Натштеце, 1986; ПамзсВ её а1., 1986); 
влияние механического натяжения на ориентацию актиновых филамен- 
тов и микротрубочек ясно выявлено на многих эпителиальных системах 
(Коера, 19865). Таким образом, субстрат для прикрепления клеток 
оказывается носителем позиционной информации, не только дающим гра- 
ничные условия, но и обеспечивающим механическое натяжение клеток 
и их отростков. х 

Показано, что сократительная активность, механический стресс суще- 
ственно модулируют экспрессию генов специфичных для мышечных кле- 
ток изоформ сократительных белков или даже необходимы для актива- 
ции транскрипции этих генов (Сегпу, Вапатап, 1986; Рецазату её а1., 1989; 
Кагаз, МИНатх, 1991; Зсппе@ег еЁ а1., 1991); механизмы такого отклика на 
физический стресс не ясны. 

мость же структурной организации цитоскелета от векторизо- 
ванного механического воздействия в какой-то мере может быть ыы 
при рассмотрении упорядоченной архитектоники клеток " р НЫ 
систем как жидкокристаллических структур с анизотропной а 
мостью и механоэлектрическими (пъезоэлектрическими). =. а 
(Исаева, Преснов, 1990а). Пьезоэлектрические свойства линейных а 
тов цитоскелета и внеклеточного матрикса могут обеспечивать 
цию клеток и их систем к механической деформации _ и. и = 
ческих параметров внешнего окружения: а Е 
вызывает электрическую поляризацию или изменение ео ВОВ 
На электрического поля (прямой пезолекириче < направления 
Образуемые элементы ориентируются в зависимости ее 
Силовых линий электрического поля (обратный пье 
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эффект). Полипептидные полимеры цитоскелета, вероятно, Обладают 
льезоэлектрическими свойствами (что известно, в частности, для акти. 
миозинового комплекса — см.: НамКил$, АргИ, 1983). Именно пьезоэлект. 
рические свойства — объяснение неоднократно найденного феномена 
ориентации линейных структур цитоскелета-цитомускулатуры по ли. 
ниям механических натяжений и тем самым объяснение возможности 
адаптации клеток и их систем к физическим параметрам внешнего мира. 


ПРОСТЕЙШИЕ ЭПИТЕЛИАЛЬНЫЕ И МЕЗЕНХИМНЫЕ МОРФОГЕНЕЗЫ: 
МОДЕЛЬНЫЕ КЛЕТОЧНЫЕ СИСТЕМЫ ПМ УТВО 


Клетки многоклеточных животных можно разделить на два больших 
типа: эпителиальные и мезенхимные (см.: Нау, 1984). Эпителии покрыва. 
ют наружную и внутреннюю поверхности тела и представляют собой слит. 
ный, непрерывный клеточный пласт лежащих на базальной пластинке 
(внеклеточном матриксе) поляризованных по апикально-базальной оси 
клеток, связанных другс другом системой специализированных контакт. 
ных зон, которые реализуют надклеточную интеграцию цитоскелета 
(см.: Коера, 1986Ъ). 

Положение о надклеточной интеграции цитоскелета как основе прост- 
ранственно-временной морфофункциональной интеграции клеток в 
развивающихся тканях впервые четко сформулировал Такер; в его 
работах приведены и конкретные факты координированного расположе- 
ния актиновых филаментов и микротрубочек в эпителиальных и других 
системах (Тискег, 1981, 1984). Интеграция цитоскелета клеток эпителиев 
осуществляются через зоны специализированных клеточных контактов 
(рис. 126): актиновых филаментов — через хопщае ааВаегеп$ и промежу- 
точных филаментов — через десмосомы (см.: Серег её а|., 1984; МоозеКет, 
1985; Ееу, Рептап, 1986). Удивительно регулярный паттерн и отчетливая 
координированность цитоскелета в эпителии губки послужили основа: 
нием для удачерго наименования такои интегрированной цитоскелетной 
системы — ”гистоскелег” (Рауап$ Че СессаЦу, 1986). Характерное для эпите- 
лиальных морфогенезов изгибание пласта реализуется коодинированным 
в пространстве и времени сокращением колец актиновых филаментов, 
опоясывающих каждую клетку на уровне хопШае а@Наегеп$ (обзоры: 
Коера, 1986Ъ; Ег151гот, 1988). 

Вызванное в эксперименте координированное сокращение апикаль- 
ных колец клеток пигментного эпителия сетчатки вызывает переход от 
двумерного плоского клеточного пласта к чашевидной форме (ОмапЪе, 
1983). Необычная бластуляция диссоциированных бластомеров морской 
звезды и морского ежа (см. гл. И) — подобный типично эпителиальный 
морфогенез, вероятно осуществляемый координированным функцио- 
нированием интегрированного надклеточного "гистоскелета”. 

Существование пространственно-временного согласования функций 
цитоскелета-цитомускулатуры в многоклеточных компартментах дает 

ования. для моделирования подвижности не только клеток и симп 


Рис. 126. Схема надклеточной интеграции цигоскелета 


пластов, НО и надклеточных интегрированных систем как сократимого 
актомиозинового геля. Предложены весьма разработанные механохими- 
ческие модели эпителиальных морфогенезов, успешно объясняющие 
возникновение некоторых морфогенетических паттернов (О4ей, 1984; 
О$ег, 1983; Очег, Оде!, 1984). Модель эпителиальных морфогенезов, связанных 
слокальными механическими натяжениями и контактной поляризацией 
клеток части эпителиального пласта, что ведет к подразделению пласта 
на домены морфологически поляризованных и неполяризованных 
клеток, предложена Б.Н. Белинцевым, Л.В. Белоусовым и А.Г. Зарайским 
(1985). Показано, что при эстафетной контактной поляризации клеток 
зародышей осуществляется координированная перестройка цитоскелета 
(Белоусов, Лучинская, 1983). Итак, функционирование интегрированного 
"гистоскелета” — движущая сила эпителиальных морфогенезов, как и 
морфогенетических преобразований иных надклеточных систем. 

Для поддержания целостности и анизотропии тканей, помимо межкле- 
точных контактов, важен контакт клеток с внеклеточным матриксом 
(Визе её а]., 1982; Нау, 1982, 1984; Вубзей, Вагсе]оз-Ной, 1987). Ключевая 
роль коллагена = одного из компонентов базальной мембраны — в детер- 
минации полярности эпителия экспериментально доказана инверсиями 
полярности культивируемых клеток щитовидной железы, индуцируемы- 
ми коллагеном (СВашЪаг@ е{ а!|., 1981; Ваглете е1 а1., 1986); здесь колла- 
ген —- носитель позиционной информации. Обнаружены и другие инвер- 
‘ии полярности, зависящие от отношений ”внутри-снаружи”, т.е. инду- 
цируемые инверсиями анизотропии среды (см.: Гуапоу, 1971; Преснов, 
Исаева, 1985) и, вероятно, определяемые локализацией внеклеточных 
лигандных молекул. Организация внеклеточного матрикса скоррелиро- 
Вана с внутриклеточной и надклеточной структурой цитоскелета и гисто- 
Келета через полудесмосомы (см. рис. 126; ЕШзоп, банов, 1984). 

Исследования п \ то позволяют выделить элементарные акты эпите- 
Лиальных морфогенезов как коллективных клеточных реакции (рис. 
127). Первый этап проявления эпителиального морфогенеза — смыкание 
"Золированных (или слабо связанных друг © другом) сфероидных клеток 
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Рис. 127. Схема эпителиальных морфогенезов в однослойной культуре 


в единый пласт полигональных, объединенных специализированными 
контактами клеток (рис. 127, см. также гл. П). 

Второй шаг эпителиального морфогенеза — изгибание эпителиального 
слоя, переход от двумерной организации клеточного ансамбля к трех- 
мерной, осуществляемый координированным в пространстве и времени 
функционированием интегрированного гистоскелета. Это типичный для 
эпителиев способ морфогенеза, широко эксллуатируемый в развитии 
животных, известными примерами которого служат гаструляция путем 
инвагинации, энтероцельное образование мезодермы у вторичноротых, 
нейруляция У хордовых, морфогенез различных плакод и желез. В 
культурах клеток второй акт эпителиального морфогенеза реализуется 
либо изгибанием вверх краев небольшого изолированного участка эпите- 
лизованного пласта вверх (см. гл. П), либо путем образования куполооб- 
разных возвышений (4отез) в едином энителиальном слое (Соойтап, 
Сгапаа\, 1982; Зиранага е{ а1., 1984; [ее е| а|., 1985; В1ззе, Вагсе!о5-Ной, 
1987; см. рис. 127). | 

Наконец, возможен и третий этап морфогенеза — смыкание краев 
эпителиального пласта с образованием замкнутого полого сфероида (см. 


176 


127). Как Ш уйго, так и ш муо далеко не все п 


ис. аа роцессы морфогенез 
‚пителиальных структур приводят К подобному итогу. раба 
мкнутых Фолликулоподорных структур клетками различных эпите- 


ра ож ИЖелУдочной желез, почки), как и 
экспрессии д ых ого цитофенотипа т УЦго, способствует 
культивирование ® трехмерном коллагеновом геле (СнатБага е! а1., 1981; 
саб е1 а1., 1984; Спеп ет а|., 1985; Могцезапо, 1985; Вагиеге е{ 21, 1986: 
зе, Вагсе!о5-Ной! ? 195, “то свидетельствует о влиянии внеклеточного 
г Ва экспресоию генома \РАзеТНеЕ ар ВИЙ Вагсе1о5-Ной, 

87}. 
Е В мезенхимных морфогенезах исходно участвуют отдельные полвиж- 
ные клетки, как правило происходящие из эпителиев. Так, клетки 
первичной мезенхимы морского ежа иммигрируют в бластоцель из 
вегетативной области эпителизованной бластулы, теряя ресничку и 
претерпевая таким образом эпителиомезенхимную, моноцилиарно- 
амебоидную трансформацию, подобно моноцилиарным целомоцитам мор- 
ского ежа — производным целомического эпителия (см. гл. Ши У). 
мМиогенные клетки позвоночных мигрируют к месту их конечной локали- 
зации и дифференцировки из сомитов (см. ГЛ. Г/), организованных как 
типичный эпителий (см., напр., МигаКат её а1., 1989), т.е. и предшествен- 
ники миогенных клеток проходят эпителиомезенхимную трансфор- 
мацию. 

Варианты мезенхимных морфогенезов в однослойных культурах 
клеток изображены на рис. 128. Для большинства клеток мезенхимного 
типа характерна мультиполярность, множественность клеточных отрост- 
ков; при этом территория, занимаемая клеткой, превышает ее площадь. 
Пространство между клеточными отростками Ш \муо может быть занято 
внеклеточным матриксом или (и) другими клетками. Попутно можно 
заметить, что отнесение нейронов (возникающих, как известно, из нейро- 
эпителия) к клеткам эпителиального типа (см.: Нау, 1984) вряд ли кор- 
ректно, Эпителиальные и нервные клетки объединяет лишь отчетливая 
поляризованность; нейроны скорее оказываются клетками промежуточ- 
ного между эпителиальными и мезенхимными типа (да и само разде- 
ление клеток на два типа достаточно схоластично, хотя н удобно). 

Сети многоотростчатых мезенхимных клеток могут дифференциро- 
ваться различным образом. В частности, возможна биоминерализация, 
внутриклеточная у ранних зародышей морского ежа (гл. Ш) или внекле- 
точная, примером которой может служить остеогенез у позвоночных. 
Нередко слияние клеток в синцитии или симпласты (гл. Ш-У, см. рис. 

Помимо экспрессии программы той или иной специфической цито- 
лифференцировки, мезенхимные Клетки способны создавать 1 
Ино упорядоченные пространственные паттерны, не свойственные им в 
организме. Миграция из агрегатов клеток первичной мезенхимы, м: 
НЫХ, целомоцитов приводит к возникновению радиальных или звезда 
тых паттернов (см. рис, 128). Механизм построения такого те, 1997. 
“онтактное ингибирование клеточного движения (см.: АБегсготЫе, 1977; 
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Рис. 128. Схема мезенхимных морфогенезов в однослойной культуре 


Гасве, 1986). Гемоциты некоторых двустворчатых моллюсков — устрицы 
Стаззознеа уиениса (Е5Вег, 1986), мактры Мас!а зшса{айа (наши неопубл. 
данные), в отличие от большинства клеток, при направленном движении 
вытягиваются перпендикулярно вектору перемещения клетки, а не 
вдоль него. В итоге при миграции таких гемоцитов из агрегата возникает 
своеобразный паттерн *’разбегающихся волн” (см. рис, 128). 

Выселяющиеся из агрегатов клетки устанавливают между ними 
мостики, подобные описанным на других клеточных культурах (\е155, 
1952). Подобные же мостики появлялись в культурах фибробластов или 
фибробластоподобных клеток, растущих на гибком деформируемом 
субстрате либо коллагеновом геле-клетки генерируют механические 
натяжения, усиливающие анизотропию системы и дающие импульс к 
дальнейшему морфогенезу путем контактной ориентации и контактного 
направления движения клеток вдоль линий натяжения между скопле- 
ниями клеток (Наги5, 1986). Пространственно-временные паттерны мор- 
фогенеза, зависящие от механического натяжения клеточных тяжей-мос- 
тиков между агрегатами клеток, наблюдались в миогенной культуре (см. 
гл. У). 

Упорядоченный, близкий к гексагональному паттерн распределения 
агрегатов миогенных клеток или целомоцитов очень сходен с описанным 
на культурах фибробластов (Нагг5 е1 а1., 1984). Генерация ш уйто такого 
рода упорядоченных паттернов (сходных с картинами некоторых мезен* 
химных морфогенезов ш \1у0), обусловленная физическими, механичес- 
кими силами, дала основание Харрису с соавторами предложить альтер- 
нативное модели диффузии химических морфогенов объяснение контро" 
ля морфогенеза (Наги е{а|., 1984). 


я 


178 


Надклеточная интеграция цитоскелета че 
клетка найдена не только в эпителиальных, но и в мезенхимных клеточ- 
НЫХ системах (например, Запгег [1 а|., 1983). В мезенхимных налдклеточ- 
НЫХ ансамблях клетки и внеклеточной матрикс, объединяемые еды 
прокными детерминирующими влияниями, составляют интегрированную 
систему. Отростки клеток, проникающие во внеклеточное. вещество 
по-видимому, организуют расположение фибрилл продуцируемого р 
коллагена (ВИК, Тге аа, 1985; Мштау, Тапаег, 1985). Экспериментально 
засвидетельствована также способность клеток активно деформировать 
субстрат и влиять на ориентацию фибрилл коллагена и фибрина, причем 
контактная ориентация клеток вдоль фибрилл замыкает петлю обратной 
связи клетка-внеклеточный матрикс (З{орак. Нагиз. 1982: Си 
Гатке, 1984; Нагиз, 1986; Юефе ефа|., т пн — 

Позиционная информация, получаемая клеткой через локальные 
контактные взаимодействия клетка-клетка и клетка-внеклеточный 
матрикс, определяет глобальный фенотип дифференцированных эпите- 
лиальных и мезенхимных клеток. Упомянутые выше механизмы взаимо- 
действий клеток с внеклеточными структурами ведут к интеграции их 
морфогенеза и созданию крупномасштабных жидкокристаллических 
компартментов (см.: Исаева, Преснов, 1990а). Упорядоченность органи- 
зации интегрированной надклеточной жидкокристаллической структуры 
проявляется, в частности, в генерации электрического поля. Осевой 
паттерн этого поля, вероятно, детерминируется не только анизотропией 
поля распределения ионных насосов и ионных каналов мембраны 
(А\тег$, ЗигНая, 1984; З4егп, 1984), но и наличием внутриклеточных 
”кабелей”, которыми могут служить полипептидные цепи цитоскелетных 
структур. Возможность перемещения электронов (электрасолитонов) по 
альфа-спиральным цепям белковых молекул (Давыдов, 1986) дает теоре- 
тическую основу для предположения о направленном трансклеточном 
токе вдоль ориентированных элементов цитоскелета. Вероятно, морфо- 
функциональная упорядоченность поляризованных клеток и их систем 
распространяется и на супрамолекулярный уровень, самоподдержи- 
ваясь и усиливаясь путем включения пьезоэлектрического эффекта и 
векторизации внутриклеточного конвейера (Исаева, Преснов, 1990а). 


рез зоны контактов клетка- 


ПРЕЕМСТВЕННОСТЬ ПАТТЕРНОВ ОРГАНИЗАЦИИ 
КАК ЭПИГЕНЕТИЧЕСКАЯ ПАМЯТЬ КЛЕТОК 
И НАДКЛЕТОЧНЫХ СИСТЕМ 


Преемственность паттернов в ходе развития так или иначе обусловле- 
на запоминанием прошлого состояния, По Уолперту (Мо!регь, 1981), интер- 
претация клетками позиционной информации и приобретение ими опре- 
деленного позиционного значения вовлекают долговременную память, 
Появилась уже общая концепция биологической памяти (Ашмарин, 
1975; СпапаеЬо{5, КаБег, 1983). Ашмарин различает четыре формы биологи- 
ческой памяти: генетическую, эпигенетическую, иммунологическую и 
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нейрологическую; им определены общие черты и особенности форм 
биологической памяти. Кибернетический подход также неизбежно ведет 
к разработке общих представлений о биологической памяти как системе 
записи, хранения и считывания информации, выходящей за рамки преж- 
них понятий о нейрологической памяти (Ляпунов, 1984). Рассмотрение 
клеточной и надклеточной эпигенетической памяти — лишь частный 
аспект исследований процессов управления и передачи информации в 
биологических системах. Термин ”эпигенетический” традиционно при- 
меним к наследуемым в ряду клеточных поколений изменениям, харак- 
теризующим цитодифференцировку и как бы накладывающимся на 
генетическую информацию (Ашмарин, 1975; Нейфах, Лозовская, 1984). 
Введение в клеточную биологию термина ”память” было бы логическим 
следствием уже общепринятого употребления применительно к клетке 
терминов ’’рецептор” и поведение”. Ведь рецепция сигнала извне и 
поведенческий (или иной) ответ клетки на него невозможны без каких- 
либо механизмов, обеспечивающих передачу сигнала и хранение следов 
воздействия извне, т.е, клеточной памяти о прошлом событии. 

Организации элементов цитоскелета поляризованной клетки опре- 
деляет характер последующей псевдоподиальной активности; в каждый 
данный момент паттерн цитоскелета — результат интеграции, запомина- 
ния клеткой предыдущих псевдоподиальных реакций (УазШеу, 1982). О 
способности клеток анализировать и запоминать позиционную ситуацию 
свидетельствует также выбор направления движения после клеточного 
деления или столкновения клеток (АБтесв-ВиеШег, 1985а6) и сохране- 
ние выбранного направления (Тепкаиз, 1984). Безъядерные фрагменты 
клеток проявляют способность к автономному амебоидному движению, 
реакции поляризации и контактного ингибирования (А]5гесв+-ВиеШет, 
1985а; СеМап@ ефа1., 1985; Александрова и др., 1986); по-видимому, систе- 
ма рецепции и двигательного ответа, включающая запоминание, у клеток 
многоклеточных животных может функционировать независимо от 
одновременной активности генома. 

Стабильность связанных с плазматической мембраной центров органи- 
зации актиновых филаментов, вероятно, лежит в основе восстановления 
микроворсинок кишечных клеток после обратимой деполимеризации 
актиновых филаментов (см.: ТИлеу, Тйпеу, 1984), а также, возможно, 
запоминания морфологии рельефа культивируемыми клетками (Коуеп- 
$Ку, УазШет, 1984). 

Клеточная память, вовлекаемая в обратимый физиологический ответ 
(например, хемотаксис) может быть отнесена к кратковременной, опера- 
тивной памяти клетки, В других же случаях — при воспроизведении 
морфофункциональных особенностей клетки после временной утраты их 
экспрессии — вероятно, функционируют механизмы долговременной, 
более стабильной клеточной памяти. 

Долговременная эпигенетическая память клетки, обусловленная 
цитоплазматической анизотропией, ясно выражена при асимметричном 
митозе соматических клеток, причем различия фенотипа дочерних 
клеток, по-видимому, как и при дроблении яиц, зависят от разнокачест- 
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венности цитоплазмы, различного распределения 
детерминантов в дочерние клетки, 
ризрама, 1978). 

Пытаясь наити некоторые общие черты эпигенетичес 
памяти и традиционно понимаемой нейрологической 
рассмотрим проявления последней на уровне нейрона и 
логическая память — функция системы нейронов, связан 
кими контактами. Согласно концепции синаптической пластичности 
процесс научения осуществляются путем изменения числа и функцио- 
нальной активности синапсов (Кэндел, 1980; Со{тап, Затрейго, 1984). 
Исследование реакции нейрона и синапса выявило элементы научения 
и памяти на клеточным и субклеточном (синаптическом) уровнях. При- 
мер синаптическои памяти — депрессия синаптической передачи при 
повторной стимуляции. Как в пре’, так и постсинаптических образова- 
ниях выявлена высокая концентрация фибриллярного актина, а также 
миозина и спектрина (ЕНКоуа, Оейау, 1982: Макиз е1 а1., 1982; СоппоПу, 1984: 
ОгепскКНаВп е1 а1., 1984). Эти данные привели авторов первых Двух НИТИ: 
рованных работ к предположению о роли комплекса синаптическая 
мембрана-цитоскелет как субклеточной основы нейрологической 
памяти. 

В яйцевых клетках различных животных выявлено высокоупорядо- 
ченное, анизотропное распределение морфогенетических детерминантов 
разнообразной природы, программирующих последующее эмбриональное 
развитие (см. гл. 1). Поэтому цитоархитектонику яйца можно рассматри- 
вать как яркую модельную систему для исследования структур и процес- 
сов, обеспечивающих фиксацию, хранение, преобразование и реализацию 
существенной для морфогенеза эпигенетической информации внеядер- 
ной локализации. Память яйцевой клетки о ее положении относительно 
клеточных и неклеточных структур яичника сохраняется и после потери 
контакта с ними; позиционная информация, получаемая яйцевой клет- 
кой в ходе оогенеза, прочно запоминается ею и доносится как материн- 
ский эффект до конца жизни развивающегося из яйца организма. Если 
анимально-вегетативная ось яйца почти всех животных детерминируется 
в процессе оогенеза, то дорсовентральная ось у разных представителей 
билатеральных животных устанавливается в разное время до или после 
оплодотворения. По крайней мере среди хордовых (у асцидий и амфибий) 
при нормальных условиях оплодотворения и развития детерминации 
этой второй основной оси сопряжена с проникновением спермия. ”Па- 
мять” о месте вхождения спермия сохраняется кортексом яйца в течение 
длительного времени, проявляясь в локальных особенностях рельефа 
поверхности яиц амфибий (Руспега, СпагБоппеаи, 1982), яиц и ооцитов 
Морскога ежа (Оказаку, 1975; Бопро, 1986); некоторые меченые компонен- 
ты поверхности спермия могут сохраняться в виде дискретного пятна в 
Кортексе яйца мыши в ходе дробления, а у морского ежа — даже до 
стадии раннего плутеуса (бип4егзоп, Зварио, 1984). 

Более существенно, что память о взаимодействии яйца и спермия у 
Представителей хордовых, память о локальных контактных взаимедеист- 
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виях ооцита с клеточными и неклеточными структурами гонады у всех 
животных = необратимая память типа импринтинга, запечатленная в 
последующих осевых паттернах развивающегося организма. Поляриза- 
ция яйца или споры растений также обусловлена возникновением и 
стабилизацией апикально-базальных осевых различий, транслируемых 
в ходе развития в основную ось дефинитивного организма, что полностью 
сопоставимо с поляризацией яиц животных (ВгауЙеу, Вотуоп, 1985; 
Оца{гапо е{ а1., 1985; Тичап, 1985). Выше приведены свидетельства того, 
что интегрированная цитоскелетная система яйца в комплексе с 
мембранными системами - глобальный детерминат, определяющий 
проморфологию, осевой паттерн яйца, переводимый в ходе развития в 
осевой паттерн зародыша и взрослого организма и тем самым характери- 
зующийся общим для всех организмов материнским эффектом. 

Если для осуществления цитодифференциации и физиологических 
реакций дифференцированных клеток необходимо получение позицион- 
ной информации из окружающей среды, то яйцо как одноклеточный 
канал связи между поколениями несет необходимую для будущего 
развития позиционную информацию в ооплазме и изолируется от сигна- 
лов внешней среды. Защита памяти яйца от всех помех, шумов окруже- 
ния осуществляется оболочками, выполняющими защитную реакцию в 
более широком смысле, чем это обычно понималось. После получения 
единственной необходимой яйцу для начала развития информации - 
контакта и слияния со спермием — изоляция обычно усиливается за счет 
экзоцитоза и образования дополнительной оболочки. ”Глухота” яйца к 
сигналам внешнего окружения ясно проявляется, в частности, в отсут- 
ствие контактных реакции на субстрат, на другие клетки. Эффектив- 
ность системы защиты памяти яйца на субклеточном уровне проявляется 
в стабильности комплексирования мРНК с белками, прочной фиксации 
МРНК и других макромолекулярных комплексов и органелл цитоскелет- 
ной сетью, а также в частичной резистентности цитоскелетных структур 
яйца к ингибиторам. Резистентность к обработке цитохалазином найде- 
на у зигот бурых водорослей (Вга\еу, Вотзоп, 1985), яиц шпорцевой 
лягушки (Спиепзеп, Мегйат, 1982; Мегиат е! а1., 1983) и бластомеров 
мыши ()юоп5зоп, Маго, 1985). Вероятно, устойчивость к цитохалазину 
зависит от прочного связывания субмолекулярных мишеней действия 
ингибитора актинсвязывающими белками. Именно стабильный комплекс 
фибриллярного актина с актинсвязывающими белками и мембранными 
компонентами — наиболее вероятный (но не единственный) материаль- 
ный субстрат долговременной памяти и яйцевых, и соматических клеток. 
Такого рода гипотетический кортикальный ”локус памяти” — пример 
”законсервированной” позиционной информации — формируется до 
видимого проявления поляризации бластомера мыши и служит органи- 
затором, определяющим ось поляризации; при асимметричном делений 
этот участок наследуется бластомером линии трофэктодермы‘ (Товпзоп, 
Маго, 1985). Становление поляризованного состояния бластомеров зави" 
сит, по-видимому, от функционирования микротрубочек и актиновых 
филаментов цитоскелета, однако кортикальный ”локус памяти” (пред 
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положительно участок цитоскелетного матрикса) проявляет, 
упоминалось, определенную резистентность к действию инг 
цитоскелета (оБлзоп, Маго, 1985). Вероятно, после установлен 
кальной анизотропии и стабилизации структур, обеспечивающих память 
об этой анизотропии, устоичиво измененное состояние кортекса влияет 
на ориентацию системы микротрубочек, что ведет к усилению предсу- 
ществовавшей полярности, направляя внутриклеточный транспорт 
(Вгам1еу, Копзоп, 1985; Лобл5оп, Маго, 1985). 

Таким образом, накапливаются факты, позволяющие по-новому уви- 
деть цитоплазму — как носитель интеллекта, характеризуемого, подобно 
интеллекту компьютера, способностью воспринимать информацию извне, 
обрабатывать ее и осуществлять целесообразный ответ (СВапаеБо!5. ЕаЪег 
1983; А1бтесв-ВиеШег, 1985а,5). Мы полагаем, что такая переработка 
полученной извне позиционной информации ясно выражена в интеграль- 
ной реакции поляризации клетки — перестройке всего комплекса цито- 
скелета и цитомембран в ответ на локальный сигнал. 

Память о пространственном взаиморасположении ооцита и других 
клеточных и неклеточных структур яичника, взаимодействии яйца и 
спермия, взаимодействиях бластомеров сохраняется до конца жизни 
организма — необратимая, раз и навсегда устанавливаемая память типа 
импринтинга, запечатления во всех последующих осевых паттернах 
зародыша и взрослого организма (Исаева, 1990а; Исаева, Преснов, 1990а). 

В ходе индивидуального развития происходит последовательная 
смена доминирующих носителеи позиционной информации с переходом 
от материнского, ооплазматического контроля к зиготическому, к 
взаимодействиям бластомеров, затем дифференцирующихся клеток и их 
комплексов. Включение пространственно-временной программы экспрес- 
сии генома зародыша, наиболее изученной у дрозофилы, зависит от ма- 
теринских генов, контролирующих переднезадний и дорсовентральный 
паттерн посредством анизотропной ооплазматическои локализации про- 
дуктов этих регуляторных генов (ЗсоН,О’Раггей, 1986; №5ет-Уовага, 
1391; Вау е! а1., 1991: см. также гл. П). Материнский генный контроль 
ооплазматической локализации и тем самым судьбы клеток в развитии, 
найден и у нематоды СаепограБ а! 5 еерапз (Мопоп еЁ 21, 1992). Поскольку 
Короткая обработка оплодотворенных яиц С. е!ерапз до начала дробле- 
НИЯ цитохалазином вызывает появление фенокопий мутации, нарушаю- 
Щей ооплазматическую локализацию, кажется вполне вероятным, что 
данный ген (раг) кодирует один из белков системы актиновых филамен- 
тов (НИ, Зноше, 1990). У дрозофилы найдена мутация материнского 
зФФекта, затрагивающая реорганизацию фибриллярного актина и распре- 
деление ядер раннего змбриона (На{апаКа, ОКада, 1991а,5). Выявленная у 
зародыша дрозофилы неоднородная, периодичная организация системы 
микротрубочек. в виде 14 полос наводит на мысль о роли микротрубочек 
В создании подобного же периодичного паттерна экспрессии генов 
‘егментации (СаПаши, 1989). 2 

Так становятся более ясными реципрокные взаимодействия генома и 
Цитоскелета яйцевой клетки, глобального детерминанта проморфологии: 
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в процессе существенной переработки, перераспределения морфогене- 
тической информации при ооплазматической сегрегации, при контакт: 
ной поляризации бластомеров основная осевая организация яйца и 
зародыша оказывается преемственной, детерминируя осевую анизотро- 
пию всех последовательно сменяющих друг друга паттернов, определяя 
в конечном итоге и ось взрослого организма. 

Оплодотворенное яйцо служит Ноевым ковчегом, переносящим всю 
необходимую для развития организма генетическую и эпигенетичес- 
кую информанию от поколения к поколению, снабженным картой (осевой 
координатной системой регуляции последующей дифференциальной эксп- 
рессии) и часами - как локализованными в цитоплазме механизмами 
отсчета времени, что обусловлено запоминанием прежнего состояния 
(см.: Исаева, 1990а), так и иерархической организацией каскада генной 
экспрессии в ходе развития. 

ДЛеления дробления разбивают анизотропную ооплазму на клеточные 
территории отдельных бластомеров, осуществляется переход к экспрес- 
сии зиготического генома с дифференциальной активацией его в различ- 
ных регионах. Карта зачатков зародыша на языке молекулярной биоло- 
гии — распределение наборов специфических рецепторов: молекул 
клеточной адгезии, опосредующих взаимодействие клетка-клетка 
(Еде]тап, 1984, 1986, 1991) и интегринов (см.: Нупез, 1987, 1990) — посред- 
ников взаимодействий клеток с молекулами внеклеточного матрикса. 
Синтез одними группами клеток специфических же наборов и типов 
молекул внеклеточного матрикса (фибронектина, коллагена, ламинина, 
протеогликанов) направляет морфогенетические перемещения других 
клеток, причем для прикрепления и миграции клеток существенны не 
только химические, но и физические свойства субстрата. Так простран: 
ственно-временная динамика морфогенетических паттернов в развитии 
непрерывно контролируется и генетической и позиционной (эпигене- 
тической)} информацией. 

Поддержание структурной и функциональной анизотропии дифферен- 
пированной соматической клетки зависит от целостности всего тканево- 
го комплекса и вовлекает долговременную позиционную память много- 
клеточных ансамблей (тив, 1979; К1т, Зюсит, 1986) или коллективную 
клеточную память (Спапдеро!5, ЕаБег, 1983). Стабилизация клеточного 
фенотипа, по всей видимости, опосредуется иммобилизацией рецептор- 
ных, транспортных и других компонентов клеточной поверхности путем 
связывания изнутри - с цитоскелетными структурами и снаружи -— с 
внеклеточными молекулами. Зависящая от специфики внеклеточных 
структур память обнаружена в экспериментах по регенерации синапти- 
ческих образований после разрушения мышечного и нервного клеточных 
элементов с сохранением лишь базальной нластинки (Ме Мавап, З]а!ег, 
1984; Карлсон, 1986; Апдегзоп, 1986). Память надклеточных комплексов 
исслепована и опытами с трансплантацией участка, несущего позицион- 
ную информацию о паттерне строения конечности аксолотля. Позицион- 
ная память оказалась очень стойкой, сохраняясь при серийных гетеро- 
топических трансплантациях (З]аск, 1983). При бесполом размножении 
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познционная память надклеточных ансамблей проявляется в 
нии осевого ни 9 организма. Итак, после установления 
интегрального порядка надклеточных ансамблей этот интегральный 
порядок оказывается устойчивым, обладающим памятью. | 

и и цитодифференциации и возникнове- 
ния = путе Ане ДЕРНЫХ клеток - надклеточной, синци- 
хиальной или симпластической организации проявляется в преемствен- 
ности паттернов пространственного расположения одноядерных клеток 
первичной мезенхимы и синцитиальных спикулогенных ансамблей. Эти 
паттерны затем, в процессе биоминерализации, запечатлеваются в морфо- 
логии спикул, по которои можно ретроспективно судить и об общих 
чертах морфологии спикулогенных ансамблей (см. гл. Ш), | 

Сопряженность миогенеза со слиянием миобластов в миосимпласты 
подобным же образом проявляется в преемственности последовательных 
паттернов пространственного расположения одноядерных клеток и 
миосимпластов, которые затем фиксируются, запечатлеваясь в морфо- 
логии миотуб (см. гл. ГУ). 

Таким образом, зпигенетическая память клеток и их комплексов 
может быть кратковременной, долговременной или же практически 
необратимой, аналогичной импринтингу (Исаева, 19908; Исаева, Прес- 
нов, 1990а). Следует напомнить, что применительно к клетке импринтин- 
гом уже названо устойчиво наследуемое при клеточной репродукции 
изменение чувствительности к гормону или лектину после однократной 
обработки им (см.: СзаБа, Вопдапе2Ку, 1984; Сзаа, 1985; Коуасз еЁа!., 1992). 
Геномный импринтинг же = устойчивая модификация материнской или 
отцовской генетической информации, возможно обусловленная метили- 
рованием ДНК (см.: Мопк, 1985; Зарепга е! а1., 1989). И рецепция клеткой 
сигналов, и запоминание, и переработка информации осуществляются на 
различных субклеточных уровнях, из которых весьма условно можно 
выделить такие комплексные системы, как клеточная поверхность — 
цитоплазма, ядерная оболочка — ядерный матрикс, хроматин. Эпигене- 
тические изменения, возникающие в ходе развития и цитодифференциа- 
ции на уровне ДНК (геномные перестройки, модификация оснований), 
как и изменения набора ассоциированных с ДНК белков, других компо- 
нентов хроматина и ядерного матрикса, должно быть, вносят очень 
Существенный вклад в создание и поддержание дифференцированного 
‘стояния соматических клеток. Конечное состояние цитодифференциа- 
ЦИИ — итог каскада взаимодействий генома и его ядерного, цитоплазма- 
тического и внеклеточного окружения. 

Импринтинг в нейрофизиологии и этологии рассматривается как 
'Эрма научения, не зависящая от подкрепления, быстро возникающая 
В определенный критический период развития и, как правило, не исче- 
Зающая. Импринтинг тесно связан с процессами развития и, возможно, 
умеет общие с ними черты (Кэндел, 1980). Все основные события про’ 
не енот и раннего эмбрионального я тоже мк -4 
` Необратимы, подобно импринтингу — научению. Как и в последн 
СЛучае, импринтинг яйца и зиготы можно экспериментально нарушить 
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воздействиями в соответствующий критический период (например, 
путем инверсии яиц амфибий), но едва ли переопределить после установ- 
ления. При этом эпигенетическая память клеток, включая импринтинг 
яйца и зиготы (подобно импринтингу в этологии), — не хранение застыв- 
шего паттерна, а его наложение, влняние на последующие паттерны. 

Итак, эпигенетическая память, преемственность и смена носителей 
позиционной информации в ходе развития обеспечивают как поддержа- 
ние основных черт предсуществовавшего паттерна (прежде всего осево- 
го), так и пространственно-временное развертывание вновь возникающих 
паттернов. Элигенетическая память клеток может быть кратковремен- 
ной, вовлекаемой в обратимый физиологический ответ соматических 
клеток, долговременной и характерной для яйцевых клеток практичес- 
ки необратимой, подобной импринтингу. Рассмотренные данные свиде- 
тельствуют о способности клеток воспринимать, хранить и перерабаты- 
вать позиционную информацию. Переработка информации осущест- 
вляется при общей для яиц, бластомеров и соматических клеток интег- 
ральной реакции поляризации, ведущую роль в которой играет перест- 
ройка цитоскелетно-мембранного комплекса. Хранение же существенной 
для морфогенеза информации обеспечивается стабилизацией цитоске- 
летно-мембранного комплекса (связывающего все субклеточные структу- 
ры) и отдельных макромолекулярных ансамблей. 
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